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1. Resum

Des de l'inici de la vida, es troben a la natura molécules que exerceixen un paper
fonamental en les reaccions bioquimiques essencials per a la vida les quals es
coneixen amb el nom d’enzims. Aquestes molécules son els catalitzadors més
eficients que es coneixen, ja que incrementen la velocitat de les reaccions, fent que

aquestes arribin a ser possibles.

Diferents factors han promogut un interés creixent per estudiar i comprendre els
enzims, ja que tenen un paper crucial en una amplia gamma d'aplicacions en diferents
sectors; entre ells, la industria alimentaria, tant per a I'obtencié de materies primeres
com per a l'elaboracié de productes. Per aix0, I'estudi d'aquests és molt rellevant en
I'ambit de la Tecnologia dels Aliments. Aixi, en la industria lactica, els enzims son
indispensables per a I'elaboracié de la major part dels derivats de la llet que es
consumeixen de forma habitual, i sobretot per a la produccié d'aliments lliures de
lactosa; aliments, que sén aptes per aquella part de la poblacié que és intolerant a
aquest component, anomenat "sucre de la llet". En comprendre com funcionen els
enzims i com es poden modificar per millorar-ne l'eficiéncia, la industria pot optimitzar
els seus processos, desenvolupar productes de millor qualitat i incrementar la

disponibilitat de productes.

Aquest treball ofereix una recopilacié sobre la informacié més rellevant sobre I'is de
la lactasa als aliments. Primerament, hi ha un petit apartat per contextualitzar qué sén
els enzims i perqué soén tan importants en les reaccions bioquimiques. Es troben
descrits alguns models que es basen en la llei d'accié6 de masses i poden incloure
equacions com l'equacié de Michaelis-Menten i I'equacié de Lineweaver-Burk, per
entendre la cinética enzimatica i com afecta la preséncia d'aquests catalitzadors.
Seguidament, es tracta la lactosa. Es fa una breu descripcié de les seves
caracteristiques, una explicacido sobre el seu procés de biosintesi i el desti dels
productes una vegada digerits. Les seves propietats també sén un factor rellevant a
tenir en compte per al desenvolupament de productes d'alta qualitat. Per aixo,
s’aprofundeix en les alternatives per a la seva incorporacio en la formulacié d'aliments,
intentant potenciar els efectes beneficiosos i minimitzant 'impacte negatiu que puguin

tenir.



A continuacio s’aprofundeix en la lactasa, I'enzim encarregat de la descomposicio de
la lactosa en glucosa i galactosa. La lactasa esta codificada per un sol gen, el gen
LCT, i s'ha observat que la capacitat de digerir o no la lactosa a I'edat adulta és deguda
a mutacions en l'expressidé génica del gen esmentat, que s'hereten de manera
dominant o recessiva. Quan hi ha una deficiéncia de lactasa a causa de mutacions al
gen LCT, la lactosa no pot ser adequadament descomposta a l'intesti prim, cosa que
porta a la seva malabsorcio. Com a resultat, la lactosa no absorbida arriba a l'intesti
gruixut, on és fermentada pels bacteris intestinals, i es produeixen simptomes com

gasos, inflamacioé abdominal, dolor, diarrea i altres malestars digestius.

La intolerancia a la lactosa, per la seva banda, ha suscitat un gran interés dins de la
comunitat cientifica, ja que es considera un problema de salut d'abast mundial. Afecta
una gran part de la poblacié i té un impacte significatiu en la qualitat de vida dels
individus afectats. L'aplicacio de la lactasa a la industria ha permés la produccié d'una
amplia gamma de productes lactis i no lactis aptes per a persones intolerants,
ampliant aixi el mercat i oferint alternatives alimentaries atractives. El seu diagnostic,
juntament amb els tractaments per aquest problema, també hi sén presents en aquest

treball.

Per a la producci6 de lactasa en I'ambit industrial, s'utilitzen diversos
microorganismes, especialment bacteris i llevats. Kluyveromyces lactis, Aspergillus
oryzae, Escherichia coli i Bacillus subtils, son exemples de microorganismes que
produeixen lactasa. Durant els darrers anys, E. coli i B. subtilis han estat modificats
geneticament per produir lactasa de manera més eficient, introduint gens especifics
d'altres microorganismes que naturalment produeixen lactasa al genoma del
microorganisme recombinant, els quals acaben codificant per a I'enzim lactasa. El
desenvolupament de fonts per a produir enzims d'Us en la industria alimentaria, amb
meétodes d'aillament, purificacio i disseny de reactors enzimatics, ha evolucionat de
manera considerable a causa de la creixent demanda d'aliments que requereixen

I'aplicacié d'aquests compostos.



Posteriorment, es realitza una revisié dels métodes actuals d’Us d'enzims, com seria
la immobilitzacié enzimatica, la qual permet la reutilitzacié i millora de I'estabilitat i

activitat en diferents aplicacions.

També es fa una mencio als processos i aplicacions més rellevants en el mén
industrial alimentari lacti, conjuntament amb una descripcié d’acord amb l'aplicacié.
S'hi tracten productes com la llet, els iogurts, els formatges o els gelats, relacionant-
los amb un esquema del procediment d'elaboracid, per observar esquematicament

com la lactasa si té un paper important a la industria.

Finalment, es presenten els aspectes relacionats amb la legislacié, la qual és
important conéixer per multiples raons, com el compliment legal amb les normes i

regulacions, proteccio i seguretat, etc.
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3. Introduccio

La digestié és un procés important i molt complex que es produeix en els organismes
per obtenir energia i nutrients dels aliments consumits i implica molts factors diferents.
La implicacié del sistema gastrointestinal i el paper dels enzims és imprescindible per
poder descompondre els aliments i assolir-ne els nutrients. La seva preséncia és
essencial per a un correcte funcionament dels processos metabolics que tenen lloc
en el nostre organisme, perqué sense enzims no serien possibles molts processos

necessaris per mantenir la vida.

El meu interés en els enzims ha estat una realitat des que vaig comencgar a estudiar
el Grau en Innovacié i Seguretat Alimentaria. Un dels motius principals d’aquesta ra6
és la intolerancia a la lactosa del meu pare. Des de que tinc us de rad, a casa s'ha
consumit llet sense lactosa i diversos productes lliures de lactosa. El treball de Fi de
Grau ha estat una oportunitat clara per voler aprendre més i com aquesta afecta el
nostre cos. Aquesta recerca m’ha ajudat a comprendre millor la seva condicio i
prendre decisions informades sobre la seva dieta i estil de vida. També aprendre
alternatives als productes lactis que siguin segurs i adequats per al consum es un
tema important per mi. M’agrada cuidar la meva alimentacié i poder investigar sobre
productes sense lactosa, i com aquests afecten a la dieta, és un motiu més pel qual

vaig decidir escollir aquest tema.

En laplicacié dels enzims a la industria alimentaria, son utilitzats per a diverses
funcions, com ara millorar la textura i la consisténcia dels aliments, afavorir la

fermentacié o millorar la seva digestibilitat.

Dins dels carbohidrats, la lactosa és una molécula clau que presenta problemes de
digestio per a moltes persones. La seva hidrolisi en monosacarids és necessaria per
a la seva absorcioé eficient a l'intesti prim, i la seva deficiéncia pot causar problemes
de salut com ara la intolerancia a la lactosa. Per aix0, també es tractara la lactasa,
que es l'enzim encarregat de la hidrolisi d'aquest sucre, aixi com de les possibles
solucions que existeixen per a aquelles persones intolerants a la lactosa ja sigui a

través de la ingesta de I'’enzim o de productes sense lactosa, i de la seva aplicacié en

diferents ambits a I'industria.



Tenint en compte les explicacions anteriors, els objectius principals d'aquest projecte
s'emmarquen en una revisio bibliografica general que pretén analitzar el paper de la
lactasa a la industria i com aquesta afecta a aquells que no la poden digerir

correctament.

1. Comprendre i analitzar com els enzims catalitzen reaccions quimiques en sistemes
bioldgics, amb especial atencio al cas de la lactasa i el seu paper en la degradacio

de la lactosa.

2. Estudiar les propietats de la lactosa i la seva aplicacio a la industria alimentaria,
incloses les propietats funcionals i fisicoquimiques i la seva rellevancia per a la
formulacié i processament dels aliments, com també la seva obtencié a nivell

industrial.

3. Estudiar quin és l'impacte de la intolerancia a la lactosa a la poblacié i com

aquesta ha anat evolucionant amb el pas del temps.

4. Analitzar la tecnologia de produccié i Us de lactasa utilitzada a la industria
alimentaria, estudiar diferents fonts de lactasa, com la fermentacié microbiana i la
produccié recombinant, per entendre el métode de produccio, avaluar la seva
eficiencia i viabilitat econdmica i explorar possibles millores o innovacions en

aquest ambit.

5. Com ha evolucionat el mercat de productes sense lactosa en els ultims anys i com

afecta aixo a la produccio i a les alternatives de consum no alimentaries.



4. Material i métodes

Per realitzar aquesta recerca bibliografica, es van utilitzar les bases de dades

PubMed, Scielo, Scopus i Google Académic, per la recopilacié de literatura cientifica

relacionada amb la lactasa i la seva aplicacio a la industria alimentaria.

La cerca bibliografica va ser duta a terme seguint una série de pautes que va donar

lloc a la seguent estructura:

Cercaiinicial: es va usar per descobrir quan i quant s'havia escrit sobre el tema,
a més de per obtenir una idea global. També va permetre descartar altres
temes que no hi guardaven tanta relacié. Per aix0, en primer lloc, es va fer una
cerca general per aconseguir informacié dels aspectes més basics. Un cop fet
aixo, es va aprofundir més sobre el tema fent cerques bibliografiques a
diferents bases de dades com Scielo, PubMed i Scopus. Gracies a la seleccid
d'aquests primers articles i a I'assessorament de la meva tutora, es va poder
elaborar un index amb diferents apartats sobre els quals s'havia de tractar al
Treball de Fi de Grau.

Cerca sistematica: un cop planificada I'estratégia de cerca, es van establir
descriptors o paraules clau i el camp i el periode de cerca. Gracies a aix0, es
van seleccionar articles de forma més ordenada, alhora que es van organitzar
a carpetes en funcié del tema tractat. Es van definir una série de termes de
cerca relacionats amb la lactasa i la seva aplicacié a la industria, com ara
"lactasa", "industria alimentaria", "aplicacié de lactasa", "produccié de lactasa",
"lactasa recombinant”, etc. Aquests termes es van combinar amb altres termes
per obtenir resultats més especifics. Les estratégies de cerca es van aplicar a
cada base de dades utilitzada, seguint les seves instruccions i utilitzant els

camps de cerca adequats.

Cerca interna: es va fer Us de les cites i la bibliografia dels articles trobats per

realitzar una darrera cerca i seleccio.
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Els articles assolits a partir de les cerques es van sotmetre a una seleccié basada en
criteris predefinits, sobretot fent émfasi en els articles de revisié. Es van excloure
articles que no estaven disponibles en text complet, articles repetits, articles en
idiomes que no es podien comprendre i articles que no estaven directament

relacionats amb el tema d'investigacio.

Es van examinar un total de 95 articles dels quals vaig escollir 57, i també és va fer
us el llibre "Principles of Biochemistry, 7th Edition" de Nelson i Cox com a font de
referéncia per aprofundir en els fonaments de la bioquimica rellevants per al tema del
treball, concretament el Capitol 6, que tracta sobre els enzims. Aquests recursos em
van proporcionar la informacio rellevant i imprescindible per complir amb els objectius

d'aquest treball.

També per la recerca d’'imatges he utilitzat Google Imagenes, i també imatges propies
d’articles. Pel que fa a la cerca d'imatges al Google Imagenes, sempre he triat imatges
de pagines web oficials, ja sigui de medicina, nutricid, o d’articles cientifics trobats a

partir de la imatge.

Pel que fa a I'elaboracio del treball, es va fer us de Microsoft Word, tant per planificar

com redactar tota la informacidé en un sol document.
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5. Introduccidé sobre enzims

5.1 Fonaments

Els enzims son proteines que catalitzen reaccions quimiques especifiques i de
manera molt eficient en els éssers vius (tot i que també es coneixen algunes
molécules d'ARN catalitiques, conegudes amb el nom de ribozimes) (Szilagyi, 2019).
Aixo és especialment important per a les reaccions quimiques que ocorren en el cos
huma, ja que sovint sén massa lentes per mantenir la vida si no estan catalitzades
per enzims. Una reaccio catalitzada per enzims comenga quan l'enzim s'uneix al
substrat (molécula que sera transformada per I'enzim) i, a continuacio, ocorren una
série de reaccions quimiques que condueixen a la transformacié del substrat en un

producte, les quals passen per la formacié d’'un complex enzim-substrat. Aquest

concepte esta representat en la Figura 1. Una vegada format el producte, I'enzim
s'allibera del complex enzim-substrat i queda lliure per a unir-se a un altra molécula
de substrat i comencar el procés novament. La unié de I'enzim al substrat és altament

especifica. (Nelson i Cox, 2017).

Key active-site
amino acid
residues

=

Figura 1: Uni6 d'un substrat a la quimotripsina. Alguns residus d'aminoacids

clau del lloc actiu apareixen com una taca vermella a la superficie de I'enzim.

Font: Nelson i Cox (2017).
Els enzims tenen la capacitat de reduir I'energia d'activacio requerida per a la reaccio,
el que significa que I'energia lliure de Gibbs necessaria per a la reaccio és més baixa
(Figura 2), indicant que la reaccio té una major probabilitat de succeir i que sera més
facil d'aconseguir la seva formacioé de productes. L’energia lliure de Gibbs (AG) és
una mesura de l'energia disponible d'un sistema per realitzar treball i, per tant, és una

mesura de la seva espontaneitat.
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Free energy, G

Reaction coordinate

Figura 2: Efecte dels catalitzadors sobre I'energia lliure de Gibbs de les reaccions.
Font: Nelson i Cox (2017).

A la Figura 2, la linia de color blau clar mostra I'efecte de la preséncia d’un catalitzador

sobre I'energia lliure de Gibbs d’'una reaccié. Aixd també significa que la reacci6 és

meés espontania, t& més probabilitats de produir-se i de fer-ho més rapidament.
(Nelson i Cox, 2017).

5.2 Enzims i cinética enzimatica

5.2.1 Enzims

En tractar-se de proteines, I'activitat catalitica dels enzims depén de la integritat de la

seva conformacio nativa. Quan un enzim es desnaturalitza o es dissocia en les seves

subunitats, generalment perd la seva activitat catalitica. (Szilagyi, 2019).

A nivell molecular un enzim esta compost per una sequéncia unica d'aminoacids que
es plega en una estructura tridimensional complexa. La sequéncia d'aminoacids que
compon un enzim és codificada per un gen de ’ADN d'un organisme. Les mutacions
als gens que codifiquen els enzims poden canviar la sequéncia d'aminoacids i, per
tant, I'estructura tridimensional de I'enzim, cosa que pot afectar la funcio catalitica. A
més, I'activitat enzimatica esta afectada per diversos factors, com la concentracio de
substrat, el pH i la temperatura, aixi com per la preséncia d’activadors i inhibidors

(Szilagyi, 2019).

Els enzims tenen una estructura general que inclou diverses caracteristiques clau. El

lloc actiu d’'un enzim és la regié on els substrats especifics s'uneixen a I'enzim,
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catalitzant la reaccié quimica. El lloc d'unié al substrat juntament amb el lloc catalitic
formen el centre actiu de l'enzim. El substrat és més petit que l'enzim i queda
perfectament encaixat dins del centre actiu per aconseguir la reaccié desitjada
(Nelson i Cox, 2017).

Figura 3: Deshidrogenasa bacteriana i detall del seu centre actiu. Font: McLaughlin
(2020).

Alguns enzims no requereixen grups quimics per funcionar, perd d’altres requereixen
un component quimic addicional conegut com a cofactor, que pot ser un o més ions
inorganics com Fe?*, Mg?*, Mn?* o Zn?*, o una molécula organica o metal-lorganica
coneguda com a coenzim (Nelson i Cox, 2017). Un grup prostétic és un coenzim o un
i6 metal-lic que s'uneix de forma forta o fins i tot covalent a la proteina enzimatica. Un
holoenzim és un enzim completament funcional que és cataliticament actiu juntament
amb el seu coenzim i/o ions metal-lics units. EI component proteic d'un holoenzim
s'anomena apoenzim. Finalment, algunes proteines enzimatiques pateixen
modificacions covalents a través de diversos processos com la glicosilacié i la
fosforilacié (Nelson i Cox, 2017). Tots aquests conceptes queden reflectits a la Figura
4.

-

. ;
-5l

Apoenzyme Cofactor Holoenzyme
(protein portion), (nonprotein portion), (whole enzyme),
inactive activator active

Figura 4: Estructura d’'un holoenzim: apoenzim i cofactor Font: BiologyOnline (2022).
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5.2.2 Classificacio dels enzims

Els enzims es classifiquen segons les reaccions que catalitzen i sovint es nomenen
afegint el sufix "-asa" al nom del seu substrat o a una paraula que descriu la seva
activitat. Per exemple, la ureasa catalitza la hidrolisi de la urea i 'ADN polimerasa
catalitza la polimeritzacié de nucleoétids per formar ADN. Alguns enzims també van
ser nomenats pels seus descobridors abans de coneixer la reaccié especifica que
catalitzaven, com la pepsina, un enzim involucrat en la digestié que va ser nomenada

en funcio de la seva funcié amplia en la digestié (Nelson i Cox, 2017).

Taula 1: Classificacié internacional d'enzims mitjangant I'is del nom de la classe de I'enzim en relacio
amb el tipus de reacci6 catalitzada. Font: Nelson i Cox (2017).

Classificacio internacional d'enzims

N° Nom de la classe Tipus de reaccié catalitzada
1 Oxidoreductases  Transferéncia d'electrons (ions hidrur o atoms d'H)
2 Transferases Reaccions de transferéncia grupal

Reaccions d'hidrolisi (transferéncia de grups

3 Hidrolases . s
funcionals a I'aigua)

Escissié de C—C, C—0O, C—N o altres enllagos per
4 Liases eliminacio, deixant dobles enllagos o anells, o addicié de
grups a dobles enllagos

Transferéncia de grups dins de molécules per produir

5 Isomerases . ..
formes isomeériques

Formacio d'enllagos C—C, C—S, C—0O i C—N per
6 Ligases reaccions de condensacio acoblades a la ruptura d'ATP
o cofactor similar

Les hidrolases son enzims que trenquen molécules més grans en molécules més
petites per facilitar-ne la digestié o la utilitzacié. Un exemple d’hidrolasa seria la
lactasa, la qual catalitza la hidrolisi de la lactosa mitjangant I’'addicioé d’aigua (Nelson i
Cox, 2017). Hi ha dos tipus d’hidrolases: les exdgenes, que actuen a l'exterior de la

cél-lula o la membrana cel-lular, i les endogenes, que actuen dins la cél-lula. La
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lactasa produida per certes soques de bacteris i fongs que s'utilitza per hidrolitzar la
lactosa, és exdgena. D’aquesta manera, la lactasa industrial és segura per a persones
amb intolerancia a la lactosa, ja que no prové de la llet, sind que es produeix
mitjangant técniques de fermentacié a partir de microorganismes seleccionats
(Szilagyi, 2019).

5.2.3 Inhibicidé enzimatica

Els enzims també estan subjectes a I'accioé d’agents inhibidors. Els inhibidors d'enzims
son molécules que interfereixen amb la catalisi, alentint o aturant les reaccions
enzimatiques, i tenen aplicacié en el camp dels aliments i en farmacologia, entre
d’altres. Concretament, I'aspirina és un exemple d'un inhibidor d'enzims que bloqueja

I'activitat de I'enzim involucrat en la sintesi de prostaglandines, compostos implicats
en la produccié de dolor. L'estudi dels inhibidors enzimatics ha proporcionat
informacio6 valuosa sobre els mecanismes enzimatics i ha ajudat a comprendre millor
les vies metaboliques. Els inhibidors enzimatics es classifiquen en dues grans
classes: reversibles i irreversibles; i I'Us i I'estudi son fonamentals en la investigacio i

el desenvolupament de medicaments (Nelson i Cox, 2017).

Taula 2: Tipus d'inhibidors enzimatics i mecanismes d’actuacid. Font: Nelson i Cox (2017).

INHIBIDORS REVERSIBLES INHIBIDORS IRREVERSIBLES

Competitius

competeixen amb el substrat (S) pel centre
actiu de I'enzim; s'assemblen al substrat

Es combinen amb/destrueixen un grup
funcional necessari per a [lactivitat

No competitius o
enzimatica. Es forma un enllac covalent.

no competeixen amb el S; l'inhibidor té un punt
d’'uni6 diferent i poden unir-se tant a I'enzim Exemple:
lliure (E) com al complex ES Inhibidors d'acetilcolinesterasa;
interfereixen amb la transmissiéo de
I'impuls nerviés
Acompetitius
s’uneixen directament al complex ESino a E
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En I'ambit alimentari i nutricional, és important comprendre els efectes que certs
components dels aliments poden tenir en la digestio i I'absorcié de nutrients, com ara
els inhibidors enzimatics. Entre aquests ultims s’hi troben els inhibidors de proteases,
enzims clau en la regulacié de processos cel-lulars, la preséncia dels quals en alguns
aliments pot comportar una pérdua nutricional. Entre ells, s’hi troben inhibidors que
interfereixen amb l'accié dels enzims proteolitics del tracte digestiu, especialment amb

la tripsina pancreatica i la quimotripsina (Sandarani i Kulathunga, 2019).

Aquests inhibidors sén presents en una amplia varietat d'aliments d'origen vegetal,
com ara cigrons, soja i altres tipus de llegums. Un altre exemple d’inhibidors
enzimatics son els que s'uneixen a a-amilases fent-les inactives. S'utilitzen en
diverses aplicacions a la industria alimentaria, com per exemple per predir I'estabilitat

de I'escuma de cervesa (Popova i Mihailova, 2019).

Per exemple, els resultats d'una electroforesi bidimensional (2DE) de les proteines de
la cervesa van indicar una clara relacié entre l'inhibidor d'amilasa dimérica d'ordi-1
(BDAI-1) i I'estabilitat de I'escuma de la cervesa (Takashi et al., 2008). Amb la técnica
2DE, les proteines de la cervesa se separen primer segons la seva carrega eléctrica
i després segons la seva grandaria molecular, generant bandes de proteines que
s'analitzen i comparen entre diferents mostres de cervesa per determinar si hi ha
alguna relacio entre les intensitats de bandes de proteines i estabilitat de I'escuma de
la cervesa. Durant el desenvolupament d'un nou métode de prediccio de I'estabilitat
de lI'escuma de la cervesa, es va aplicar l'analisi de regressio lineal multiple dels
resultats obtinguts en les intensitats de les taques obtingudes de les proteines de la
cervesa en els gels 2DE. Es van quantificar i utilitzar com a variables explicatives. Les
estabilitats de I'escuma de 25 mostres de cervesa elaborades a partir de malta amb
diferents modificacions de malta d'un dels tres cultius (cultius A, B i C) es van realitzar
per explicar les intensitats de les taques de BDAI-1 amb un nivell de significacio del
5% (r = 0,421). A més, es van observar dues altres taques de proteines importants
(b0 i b5) en els gels 2DE de mostres de cervesa comercial japonesa amb diferent
estabilitat d'escuma. A continuacidé, es va calcular la regressié multiple per a
I'estabilitat de I'escuma utilitzant aquestes tres intensitats de taques com a variables

explicatives. Com a resultat, el 72,1% de I'estabilitat de I'escuma de les 25 mostres
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de cervesa es va explicar gracies a una nova equacio de regressio multiple calculada
utilitzant la taca b0 i BDAI-1 com a variables explicatives positives i la taca b5 com a
variable negativa. Per verificar la validesa de I'equacié de regressié multiple i les
variables explicatives, es van agafar altres mostres de cervesa diferent per analitzar
I'estabilitat de 'escuma. Com a resultat, el 81,5% de I'estabilitat de I'escuma de les 10
mostres de cervesa comercial japonesa utilitzant la taca b0 i BDAI-1 com a variables
explicatives positives i la taca bS5 com a variable negativa. En conclusid, la taca b0 i
BDAI-1 es van considerar variables positives, mentre que la taca b5 va ser una
variable negativa. Fent un analisis de I'espectrometria de masses, juntament amb les
cerques a bases de dades, van confirmar que les taques de proteines b0 i b5 eren la
proteina Z originada de I'ordi i la tioredoxina originada del llevat, respectivament. Aixo
confirma que BDAI-1 i la proteina Z sén factors que afecten I'estabilitat de I'escuma.
(Takashi et al., 2008).

En general, una concentraci6 més gran de proteines en I'escuma de la cervesa pot
contribuir a una major estabilitat i durada de I'escuma. Les proteines actuen com a
agents tensioactius, reduint la tensié superficial de la cervesa i ajudant a formar i

estabilitzar les bombolles de gas a I'escuma (Popova i Mihailova, 2019).

A més, la inhibici6 de l'a-amilasa és una estratégia per al tractament de trastorns en
I'absorcié de carbohidrats, com la diabetis tipus 2, en reduir els nivells d'insulina al

cos i millorar la resposta glucémica (Sandarani i Kulathunga, 2019).

5.2.4 Cinética enzimatica

La cinética enzimatica representa graficament la relacié entre la concentracié de
substrat que s'afegeix a una reaccié enzimatica i la velocitat de reaccio6 resultant, per
a una concentracié determinada d’enzim i mantenint també constants tots els altres
factors que poden afectar la taxa de la reaccié (pH, temperatura,...). El seu
comportament s’ajusta a una corba de saturacio. En el cas dels enzims, a mesura que

augmenta la concentracio de substrat, la velocitat de reaccié també augmenta, pero

nomeés fins a cert punt, ajustant-se a un comportament sigmoidal descrit per la cinética
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de Michaelis-Menten (Figura 5). Quan tots els centres actius de I'enzim estan ocupats
pel substrat, la velocitat de reaccid s'estabilitza i tendeix asimptdticament a un valor

maxim. Agquest punt es coneix com a velocitat maxima o Vmax (Nelson i Cox, 2017).

Initial velocity, Vo (uMm/min)

Km

Substrate concentration, [S] (mMm)

Figura 5: Cinética de Michaelis-Menten: relacié entre la concentracié de substrat i la
velocitat de la reaccid enzimatica per a una concentracié determinada d’enzim. A la figura

es mostren els parametres cinétics de la reaccié (velocitat maxima o Vmax, i constant de
Michaelis-Menten o Km). Font: Nelson i Cox (2017).

La cinética enzimatica es pot descriure mitjangant I'equacié de Michaelis-Menten
(Equacio 1), on s’estableix que la velocitat de la reaccié és proporcional a la

concentracio del substrat en condicions de saturacié de I'enzim (Nelson i Cox, 2017).

VO — Vmux[s] (Equacié 1)

B Km + [S]

on V., és la velocitat inicial de la reaccio, la qual es determina a partir de la corba que
representa la concentraci6 de producte format al llarg del temps per a cada
concentracié de substrat assajada i calculat com el pendent de la zona lineal de la
corba (Figura 6); V.., la velocitat maxima de la reaccid; [S], la concentracié de

substrat; i Km, la constant de Michaelis-Menten (Nelson i Cox, 2017).
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Producto formado

Velocidad inicial de
la reacciéon

Tiempo —s—

Figura 6: Grafica de la saturacié d'un enzim. Font: Garcia (2008).

La constant de Michaelis-Menten (K.) representa la concentracié de substrat a la qual
la velocitat és la meitat de la velocitat maxima, i indica I'afinitat de I'enzim pel substrat.
Es a dir, quant més baix és el valor de K., més gran és I'afinitat de I'enzim pel substrat
(Nelson i Cox, 2017).

A partir del grafic corresponent a la cinética de Michaelis-Menten no és possible
determinar de manera precisa els parametres cinétics (V... i K.). Per a aix0, es fa us
del diagrama de Lineweaver-Burk (Figura 7). Aquesta representacio és una
transformacié de l'equacié de Michaelis-Menten, utilitzant els reciprocs tant de la
concentracio de substrats com de la velocitat inicial de la reaccid. La representacio
de Lineweaver-Burk genera una linia recta amb un pendent igual a K./V... i que
intercepta l'eix de les y en el punt que correspon a l'invers de V.. (1/V..). La
representacio de Lineweaver-Burk també permet comparar la cinética de diferents
enzims o condicions experimentals en un sol grafic, cosa que facilita la interpretacio i

la comparacio de les dades cinétiques (Nelson i Cox, 2017).

A . (ﬁ)

Figura 7: Diagrama de Lineweaver-Burk. Font: Nelson i Cox (2017).
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5.2.5 Efecte de les condicions del medi sobre I’activitat enzimatica

En sistemes vius, la catalisi enzimatica de reaccions és essencial. Sota condicions
bioldgicament rellevants, les reaccions sense catalitzar tendeixen a ser lentes, ja que
la majoria de les molécules bioldgiques son forga estables a I'entorn aqués, de pH
neutre i temperatura moderada dins de les cél-lules. A més, molts processos quimics
comuns son desfavorables o improbables en I'ambient cel-lular, com la formacié
transitoria d'intermediaris carregats inestables o la col-lisi6 de dues o0 més molécules
en l'orientacié precisa requerida per a la reaccid. Les reaccions necessaries per a la
digestio d'aliments, la transmissiéo de senyals nerviosos o la contraccié muscular,
simplement no passen a una velocitat util sense la preséncia de catalitzadors (Nelson
i Cox, 2017).

La corba de saturacio és una eina important per entendre la cinética enzimatica i per

determinar I'eficacia d’'un enzim en particular en la transformacié de substrats. Permet
estudiar com les condicions experimentals (pH, temperatura...) afecten I'activitat de

I'enzim. Els enzims sén proteines que es pleguen adoptant una forma tridimensional
especifica per funcionar correctament, i qualsevol canvi en les condicions ambientals
pot alterar aquesta estructura. Per tant, les estructures primaria, secundaria, terciaria
i quaternaria (si és el cas) dels enzims juguen un paper determinant de cares a la

seva funcionalitat (Nelson i Cox, 2017).

La temperatura afecta I'activitat enzimatica. Els enzims son proteines i, com a tals,
estan sotmeses a les lleis de la termodinamica. En general, |'activitat dels enzims
augmenta amb la temperatura fins que s'assoleix una temperatura optima, a partir de
la qual disminueix a causa de la desnaturalitzaci6 de I'enzim i que varia depenent de
cada enzim. La desnaturalitzacioé és el procés pel qual les proteines, incloent-hi els
enzims, perden la seva estructura tridimensional nativa, la qual és critica per al seu
correcte funcionament. A mesura que la temperatura augmenta, les vibracions de les
molécules també augmenten, incrementant la cinética molecular i fent que les
interaccions entre les molécules de proteina es tornin menys estables. Aixd pot
provocar que les estructures tridimensionals es desestabilitzin, desencadenant la

desnaturalitzacié. Per contra, a temperatures baixes, els enzims es tornen menys
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actius, ja que la disminucié de I'energia térmica redueix la mobilitat de les molécules,
incloent-hi I'enzim i el substrat. Aixd pot resultar en una disminucié de la taxa de
reaccié enzimatica, ja que les col-lisions entre I'enzim i el substrat son menys

frequents. (Szilagyi, 2019).

L'activitat de I'enzim també pot variar amb el pH, amb una activitat 6ptima en un rang
especific de pH, mentre que per sobre o per sota d'aquest rang la seva activitat
disminueix (Nelson i Cox, 2017). El pH afecta la carrega eléctrica dels aminoacids que
formen part de I'enzim, provocant alteracions en la seva estructura i, per tant, en la
seva activitat catalitica. A la Figura 8 es mostra el pH optim i el rang de pH on sén
actius dos enzims diferents; concretament, la pepsina -una peptidasa que es troba a
I'estdbmac- i la glucosa-6-fosfatasa dels hepatocits (cél-lules del fetge) - responsable

d'alliberar glucosa a la sang -.

Pepsin Glucose 6-phosphatase

o

=~

00

Re)
1 1 1 1
2 4 6 8 10

pH

Figura 8: Perfils d’activitat en funcié del pH de dos enzims diferents:
peptidasa i glucosa-6-fosfatasa. Font: Nelson i Cox (2017).

En la Figura 8, tant el pH com els canvis en Vo es representen en una escala
logaritmica. En general, el pH optim per a l'activitat enzimatica és a prop del pH de de
I'entorn en el que es troba I'enzim de forma natural. Per exemple, la pepsina té un pH
optim d'aproximadament d’1.6, que coincideix amb el pH del suc gastric que es troba
entre 1i2, mentre que la glucosa 6-fosfatasa dels hepatocits té un pH optim del voltant
de 7.8 (Nelson i Cox, 2017).

22



6. Lalactosa

La lactosa és un disacarid compost per glucosa i galactosa, representat a la Figura 9.
Reconegut mundialment com el "sucre de la llet", només es troba a la llet i la seva
unica font natural coneguda soén les glandules mamaries dels mamifers (Walker i
Thomas, 2019). La seva hidrolisi es produeix per I'accié de I'enzim lactasa a l'intesti

prim.

La preséncia de lactosa a la llet ha evolucionat durant milers d'anys, convertint-se en
un factor crucial en la capacitat de consum de llet per part dels éssers humans adults
en ['ultim mil-lenni.

CH,OH

oH
CH,OH o
OH
OH O _OH

OH OH
OH

OH

1

CH,OH
o OH
CH,0H  OH
OH o _©o
OH OH

Figura 9: Molécula de B-D-lactosa i les dues molécules que la
componen. Font: Romero et al. (2019).

La lactosa existeix en dues formes isomériques conegudes com a-lactosa i 3-lactosa,
les quals difereixen en la configuracié estérica del grup substituent C1 (OH i H) de la
fraccidé de glucosa. Les dues formes anomériques es poden diferenciar fent us de la
seva rotacio especifica, é€s a dir, fent servir la polarimetria (Dominici et al., 2022). Cada
forma té una rotacié especifica diferent, ja que la posicié del grup hidroxil en el carboni
anomeric influeix en la manera en qué la llum polaritzada passa a través de la

molécula. (Szilagyi, 2019).

La lactosa representa la principal font de substrat energétic per als lactants i nadons,
presentant-se en proporcions variables segons I'espécie animal de la qual es recull la
llet. Aquells individus amb una capacitat reduida per a digerir la lactosa es troben en

un estat de deficiéncia de lactasa, enzim responsable de la seva hidrolisi.

23



6.1 Procés bioquimic de la sintesi de la lactosa a la glandula mamaria

La sintesi de lactosa a la glandula mamaria dels mamifers requereix la combinacié
d'una molécula de glucosa i una altra de galactosa. La glucosa és subministrada pel
torrent sanguini arterial, mentre que la galactosa és sintetitzada a la glandula mamaria
a partir de la glucosa absorbida. El procés de sintesi de lactosa implica I'activacié de

la glucosa i la conversié d’aquesta en uridina difosfat galactosa (UDP-galactosa) que

posteriorment es combina amb la glucosa per formar lactosa amb I'ajuda de la lactosa
sintasa. L'ultima etapa de sintesi passa a I'aparell de Golgi present a les cél-lules
epitelials de la glandula mamaria. Després de la sintesi, la lactosa es transporta en
vesicules citoplasmatiques cap a la llum intestinal, on se secreta (Walker i Thomas,
2019).

Una propietat important a destacar en el procés bioquimic de la sintesi de lactosa a
la glandula mamaria és que la lactosa no pot difondre fora de I'aparell de Golgi o de
les vesicules secretores, cosa que en facilita la secrecié i ajuda a extreure aigua cap
a aquests organuls, i alhora determina el volum de llet produit (Walker i Thomas,
2019).

6.2 Absorcié i destinacié dels productes de la digestié de la lactosa

La lactosa, per poder ser absorbida de manera eficient a l'intesti prim, s'ha de
descompondre en els monosacarids que la constitueixen. Aquesta hidrolisi esta
controlada per la lactasa (LCT, també coneguda com [(-galactosidasa o lactasa
florizina hidrolasa (LPH)), un enzim homodiméric ancorat a les membranes de les
puntes de les vellositats de I'intesti prim; concretament és a la part mitjana de l'intesti

prim o jeju on es troba en la seva maxima expressié (Romero et al., 2019).

La major part de la lactosa ingerida s'absorbeix en forma dels seus productes
monosacarids (D-glucosa i galactosa), resultants de la digestidé. Els sucres
s'absorbeixen des de la llum intestinal superior (duode i jeju) cap al torrent sanguini.
Tant la glucosa com la galactosa son absorbides pels enterdcits mitjangant un procés

de cotransport amb sodi, intervingut per un transportador dependent d'energia que
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utilitzat transport actiu. Posteriorment, son alliberades a la circulacié a través d'una
proteina de transport de difusié facilitada, que és la mateixa per als dos monosacarids
(Szilagyi, 2019).

Mentre que la glucosa entra directament a la glucdlisi i s'utilitza en gran mesura per a
I'obtencié d’energia (i algunes funcions estructurals), la galactosa requereix una via

metabolica universal Unica per al seu catabolisme i desintoxicacié potencial, pero té

multiples funcions de comunicacié estructurals i cel-lulars (Szilagyi, 2019).

Tot i aixd, en un estudi es van trobar petites quantitats de lactosa en sang intacta
després de la ingestio de llet i la seva quantitat estava inversament relacionada amb
la galactosa (Pimentel et al., 2017; Szilagyi, 2019). Aixd suggereix que, en aquest cas,
la digestio de la lactosa a l'intesti prim no va ser completa i una part de la lactosa no
es va descompondre. Aixd podria ser degut a una deficiéncia de lactasa, I'enzim que
descompon la lactosa, o altres factors que afecten la digestié de la lactosa a l'intesti

prim.

En el cas de que hi hagi deficiéncia de lactasa en I'organisme, el disacarid no es

digereix adequadament (maldigestié de lactosa) i, per tant, no es pot absorbir
(malabsorcié de lactosa) i és fermentat per la microbiota intestinal, cosa que pot
causar simptomes gastrointestinals desagradables com flatuléncia, distensid

abdominal, diarrea i dolor abdominal (representat a la Figura 10).

Aquests simptomes sbén causats per la produccié excessiva d'acids grassos de
cadena curta i gasos per part dels bacteris que fermenten la lactosa no absorbida al
colon. A més, la fermentacié de la lactosa també pot provocar una disminucié del pH
del cdlon, cosa que pot afectar negativament I'absorcié d'altres nutrients i minerals a

I'intesti gruixut (Romero et al., 2019).
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Figura 10: Esquema d'absorci6 de lactosa a l'intesti prim. A la banda esquerra, una
bona absorcio i, al costat dret, una mala absorcid. Font: BIOLAN HEALTH (2021).

6.3 Fisiopatologia de la lactosa

La fisiopatologia de la lactosa fa referéncia a I'estudi de les alteracions fisiologiques i
patoldgiques que ocorren en el cos huma en relacié amb la digestio i I'absorcié de la

lactosa (Fassio et al., 2018).

Durant la gestaci6 humana, es comenca a detectar activitat de la lactasa a la
superficie de la mucosa de l'intesti prim a partir de la setmana vuit. Aquesta activitat
augmenta gradualment fins a la setmana trenta-quatre, assolint el seu punt maxim en
néixer. Tot i aix0, dins dels primers mesos de vida, I'activitat de la lactasa comenca a
disminuir i, en la majoria dels mamifers, es redueix a nivells indetectables després del
deslletament a causa de la regulacié negativa de l'activitat de la lactasa durant la

maduracio (Fassio et al., 2018).

Hi ha certa controvérsia pel que fa a la maduracié de la lactasa intestinal en nounats.

Alguns autors suggereixen que dins dels cinc dies posteriors al naixement, I'enzim
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esta completament disponible. Altres troben que en alguns nounats, la lactosa s'aboca
a l'intesti gruixut, contribuint als canvis de la microbiota del cdlon que ajuden en la

nutricio neonatal (Fassio et al., 2018).

En humans, aproximadament el 30% de la poblacié presenta persisténcia de lactasa,
cosa que significa que continuen tenint activitat de lactasa després del deslletament i
fins a I'edat adulta. Aquest fenomen passa principalment en persones d'ascendéncia
del nord d'Europa i es relaciona geograficament amb la introduccié de la produccio
lletera (Lomer et al., 2007). Tanmateix, la fisiopatologia de la lactosa no només esta
relacionada amb factors genétics siné que també pot estar influenciada per altres
factors com l'edat, la dieta i la microbiota intestinal (Szilagyi i Ishayek, 2018). La
incapacitat de digerir adequadament la lactosa a causa de la manca de lactasa és
una condicio fisiopatoldogica comunament coneguda com a intolerancia a la lactosa o
hipolactasia que pateix aproximadament el 65% de la poblacié (Szilagyi i Ishayek,
2018).

Dins de la fisiopatologia de la lactosa s’hi troben diferents graus d'hipolactasia: la
hipolactasia congeénita, determinada per una alteracié autosomic-recessiva de la regié
reguladora del gen de la lactasa, és un trastorn rar amb pocs casos documentats; la
hipolactasia primaria, que és el tipus més frequent d'hipolactasia, apareix al cap de
pocs anys del naixement i es relaciona amb I'aparicié de determinats polimorfismes a
la regi6 reguladora del gen de la lactasa, que semblen associar-se a la persisténcia
de la lactasa; i la hipolactasia secundaria, causada per una infeccié intestinal aguda,
bacteriana o virica amb lesio transitoria de les vellositats intestinals, la presa de
farmacs que alteren la permeabilitat mucosa intestinal (com per exemple, antibidtics)
i altres circumstancies, com malnutrici6 o malaltia de Crohn (Gémez-Rodriguez,
2019).

Més recentment, s'ha descobert que altres nutrients relacionats amb els productes
lactis, com els greixos i les caseines, també poden contribuir als simptomes digestius
provocats per la intolerancia a la lactosa. Les persones que experimenten simptomes
d'intolerancia a la lactosa després de consumir productes lactis han d'evitar no només
els productes que contenen lactosa, siné també aquells que contenen proteines de

caseina i greixos lactis per evitar complicacions i millorar la qualitat de vida (Szilagyi i
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Ishayek, 2018). La caseina i els greixos lactis son components importants dels
productes lactis i és per aixd0 que quan es consumeixen poden desencadenar una
resposta immunolodgica en algunes persones amb intolerancia a la lactosa, cosa que
pot agreujar els simptomes gastrointestinals. A més, els greixos lactis poden

endarrerir el buidatge gastric i la digestio (Szilagyi i Ishayek, 2018).

6.4La lactosa a la industria alimentaria

La lactosa s'obté a nivell industrial principalment a partir de la llet de mamifers,
especialment de la llet de vaca, i del serum d’aquesta. Es comenca amb I'extraccio,
sotmeten la llet a diversos processos de filtracio i centrifugacio per separar la lactosa
d'altres components, com ara el greix i les proteines. Llavors, aquesta es concentra
evaporant la llet per augmentar la concentraci6 de lactosa. Llavors, amb la
cristal-litzacio, es deixa refredar i es deixa reposar perqué la lactosa es cristal-litzi i
els cristalls de lactosa es separen mitjangant processos de filtracié o centrifugacié. |
per ultim 'assecat, per eliminar la humitat i obtenir lactosa en forma de pols. (Romero
et al., 2019).

Es important destacar que la lactosa també es pot obtenir a partir d'altres fonts, com
el serum de formatge, mitjangant processos similars d'extraccid, concentracio,
cristal-litzacio i assecat. Tot i aix0, la llet de vaca és la principal font de lactosa

utilitzada a nivell industrial.

A la industria alimentaria, la lactosa s'utilitza principalment com a ingredient tecno-
funcional a causa de les seves propietats fisicoquimiques uniques. Un ingredient
tecno-funcional és un component d'un aliment que aporta propietats no nutricionals
que afecten el comportament de I'aliment durant el seu processat, emmagatzematge,
i/o preparaci® en el moment del consum. Per exemple, poden actuar com a
milloradors de textura i aportar sabor. Aquests ingredients poden ser naturals o
sintétics i es fan servir per millorar la qualitat (incloent la sensorial) i la seguretat i la
funcionalitat dels aliments, referint-se a la capacitat d’aquests en tenir propietats no
nutricionals. Els rols més rellevants de la lactosa a la industria son com a edulcorant,
agent d’enfosquiment no enzimatic, agent encapsulant, agent anticongelant, extensor

de la vida util i substrat de fermentacié. Per altra banda, també té propietats que poden
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ser indesitjables quan s’incorpora en la formulacioé per a I'elaboracié del producte final
o I'aliment en questi6é, com podria ser la seva baixa solubilitat, 'enganxositat (degut

a la seva capacitat per absorbir i retenir I'aigua) i 'enduriment (Dominici et al., 2022).

A la Taula 3 es descriuen les principals propietats positives i negatives de la lactosa
per a la produccié d’aliments a la industria (Dominici et al., 2022). Val a dir, pero, que

la lactosa existeix en dues formes cristal-lines: a i B lactosa. La diferéncia entre I'a-
lactosa i la B-lactosa és important perqué pot afectar les propietats fisiques i
quimiques de la lactosa. Per exemple, la B-lactosa é€s menys soluble en aigua que I'a-
lactosa i cristal-litza més facilment. A més, la B-lactosa pot ser menys dolga que I'a-
lactosa (Szilagyi, 2019). A la industria alimentaria, la lactosa s'utilitza per millorar la
qualitat del sabor i la coloracié dels aliments mentre que a la industria farmaceéutica,

representa un excipient en medicaments orals i en inhalants (Dominici et al., 2022).

Taula 3: Propietats positives i negatives de la lactosa, aplicacions a la industria alimentaria. Font:

modificat de Dominici et al. (2022).

PROPIETAT POSITIVA O NEGATIVA

CARACTERISTIQUES

Edulcorant

Dolgor: es mesura en comparaciéo amb la sacarosa, que és
el sucre de referéncia. La lactosa és menys dolga que la
sacarosa, perd encara té un paper important com a
edulcorant en la produccié de productes de confiteria i
forneria

Agent d’enfosquiment no enzimatic

La reacci6 de Maillard és una interaccié entre aminoacids i
sucres reductors que produeixen sabors i colors desitjables
en aliments. La lactosa, com a sucre reductor, contribueix a
aquesta reaccio. S'utilitza en productes enfornats per obtenir
una crosta daurada. Pel que fa a la caramel-litzacié, si
s’exposa la lactosa a altes temperatures es descompon en
compostos responsables del sabor i del color marré fosc
caracteristic dels aliments caramel-litzats, tot i que es poc
propensa a patir caramel-litzacié degut a la seva elevada
temperatura de caramel-litzacié

Agent encapsulant

La lactosa té una alta temperatura de transicio vitria, el que
la fa uti com a agent d'encapsulacid en el procés
d'assecatge per atomitzacié (spray-dyring). Aixd la fa
apropiada per a la deshidratacié d'aliments i medicaments,
ajudant a mantenir separades les particules recobertes i a
millorar la seva dispersio, especialment en productes en
forma de pols, gracies a les propietats d'estabilitat i
resisténcia a la calor durant el procés d'assecatge per
atomitzacio.
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Agent anticongelant

La lactosa actua com a crioprotector en la fabricacié de
gelats, afectant la seva textura i consisténcia final. La
quantitat de lactosa en la barreja de gelat afecta la
temperatura de congelacid i, per tant, la duresa del producte
final. No obstant aix0, si s'utilitza una quantitat excessiva de
lactosa, pot produir-se una sobresaturacio i cristal-litzacid,
afectant la textura i la vida Gtil del producte

Extensor de la vida util

La lactosa s'afegeix a la preparacié de productes enfornats
per absorbir compostos volatils i colorants, cosa que ajuda a
perllongar la vida util. A més, influeix en la consisténcia, la
viscositat i textura del producte, i també en la suavitati alhora
disminueix l'activitat d’aigua, de manera que estén la seva
vida util.

Substrat de fermentacioé

La lactosa s’utilitza com a substrat per a la fermentacié en
productes lactis com el iogurt i el quefir, i com a additiu en
carns curades. En els productes lactis, els microorganismes
iniciadors descomponen la lactosa en sucres simples i
produeixen acid lactic, reduint la capacitat de retencio
d'aigua de les proteines, accelerant I'assecatge i disminuint
el temps de processament

Solubilitat

La lactosa té una baixa solubilitat i pot cristal-litzar, el que
provoca una textura sorrenca en els productes finals.

Enganxositat i enduriment

La lactosa pot patir enduriment durant 'emmagatzematge en
forma de pols, especialment en condicions d’humitat
relativament elevada o altes temperatures. Aixo és degut a
la preséncia de monosacarids (glucosa, galactosa) presents
en la lactosa amorfa i la llet en pols. També es pot produir
plastificacio de la lactosa si absorbeix aigua, la qual cosa pot
afectar la seva viscositat i enganxositat en aplicacions de
recobriment. La temperatura de transicié vitria de la lactosa
amorfa anhidra és de 101-115 °C i la dels sdlids de la llet
descremada és de 92 °C. Aquesta temperatura de transicié
vitria té relacié amb I'enganxositat; si la temperatura ambient
és superior a la temperatura de transicid vitria de la lactosa
amorfa, la lactosa es tornara enganxosa i pot formar
grumolls o aglomerats, el que coneix com a caking. Els
problemes d'enganxositat causen un impacte econdomic
considerable i limiten I'aplicacié de les técniques d'assecat
per a alguns aliments (Robaina et al., 2019)

Agent d’enfosquiment no enzimatic

La lactosa pot experimentar enfosquiment no enzimatic
durant 'emmagatzematge, la qual cosa pot afectar la qualitat
dels aliments. Aixd pot causar un canvi de color excessiu en
productes com la llet en pols i el serum en pols. Aixi, la
capacitat de la lactosa de patir enfosquiment no enzimatic és
un aspecte important a considerar en la seva utilitzacié com
a additiu o ingredient en aliments
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6.5 Obtencié de lactosa per a aplicacions dins la industria alimentaria

La lactosa pot ser obtinguda industrialment mitjangant un procés d'aillament i
purificacié a partir del sérum de la llet, el qual és un subproducte comu de les
industries lacties. Aquest procés implica la ultrafiltracié del sérum per eliminar les
proteines i aconseguir un permeat que conté la lactosa i altres components de la llet.
Durant aquest procés, s'aplica pressio a la llet perqué pugui travessar una membrana
semipermeable que reté les molécules més grans, com les proteines i el greix, mentre
permet el pas de molecules més petites, com la lactosa i els minerals. La concentracio
del permeat s'aconsegueix mitjangant evaporacié o, en alguns casos, mitjangant

osmosi inversa (Dominici et al., 2022).

El permeat és ric en lactosa i altres carbohidrats i és ampliament utilitzat com a
ingredient a la industria alimentaria, particularment en la fabricacié d'aliments per a
nadons, productes de fleca i confiteria, aixi com en begudes esportives i de
recuperacié. També es fa servir en la produccio de suplements nutricionals i productes
farmaceéutics. Encara que sigui facil de produir, el permeat de lactosa presenta una
limitacié important, a causa del seu elevat grau d'higroscopicitat (capacitat de retenir
la humitat), que en dificulta considerablement el maneig a fabrica (Dominici et al.,
2022).

A la industria alimentaria, es pot trobar una amplia varietat d'aliments que contenen
lactosa en la seva formulacio, sigui de forma natural o afegida intencionadament amb
fins especifics. La llet i productes lactis, com el formatge, la mantega, la nata, el iogurt,
el gelat, la llet condensada, la llet evaporada... sén productes on la lactosa es troba
naturalment present. En begudes lacties i batuts de proteines que continguin proteina
de serum de llet aquest sucre també hi és present, aixi com també en aliments
fornejats, com pa, galetes, pastissos i pastisseria si contenen llet o serum de llet a la
recepta. Alguns productes carnis també contenen lactosa en la seva composicio, ja
que la seva formulacié inclou llet en pols, com seria el cas d’algunes salsitxes i
hamburgueses. Altres tipus de productes que poden contenir lactosa: sopes i salses
elaborades amb llet, nata o formatge ratllat; alguns cereals i barres de granola, que
continguin llet en pols o proteina de sérum de llet; xocolata amb llet; i alguns dolgos,

com ara caramels de llet i xocolates farcides de crema (Dominici et al., 2022). També
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cal destacar que existeixen suplements nutricionals i multivitaminics que contenen

lactosa com a excipient o ingredient afegit (Dominici et al., 2022).

6.6 Alternatives a I’is de lactosa en la formulacié d’aliments

A la Taula 4 es presenten alternatives per substituir les matéries primeres que
contenen lactosa de manera natural. Aquesta oferta creixent d'aliments sense lactosa
és fruit de I'augment de la consciéncia sobre la intolerancia a la lactosa i la demanda

del mercat per a opcions alimentaries alternatives.

Gracies als avencos en l'estudi i la recerca del sector alimentari, actualment és
possible obtenir una nutricié completa i equilibrada sense consumir productes lactis,
sempre que se substitueixin per aliments alternatius igualment nutritius. Els productes
lactis s6n una font important de calci, vitamina D i proteines; per tant, si s’eliminen de

la dieta, és crucial assolir aquests nutrients d'altres fonts (Dominici et al., 2022).

Taula 4: Ingredients que contenen lactosa naturalment i les seves productes substitutius en la dieta.
Font: Dominici et al. (2022).

MATERIES PRIMERES QUE POSSIBLE ALTERNATIVA
CONTENEN LACTOSA NATURALMENT A LA DIETA

Llet sense lactosa

Begudes vegetals (de soja, arros, espelta,
Llet ametlla, coco, civada, etc.)

logurt sense lactosa

Mantega sense lactosa

Mantega d’oli

Ghee

Mantega Mantega vegetal (cacau, karité)

Oli vegetal (oliva, gira-sol, cartam...)
Margarina 100% vegetal

Llet deshidratada sense lactosa

Llet deshidratada Llet vegetal

Formatges naturalment sense lactosa’
Formatge Formatges “delactosats™
Alternatives basades en plantes

' productes obtinguts de la transformacié de la llet, en els quals la lactosa es redueix de manera natural gracies al seu tipic
procés de fabricacio

2 han patit un tractament enzimatic per descompensar la lactosa que assegura un producte final sense lactosa
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En la infancia, només es justifica la substitucid temporal de la lactosa per altres
carbohidrats en casos de simptomes greus d'intolerancia. Aixi i tot, aquells individus
amb disminucio (epi)genética o abséncia d'expressié de lactasa encara poden
consumir una certa quantitat de lactosa, ja que presenta efectes beneficiosos en la

regulacio de la microbiota intestinal. (Szilagyi, 2019).

Es rellevant destacar que evitar totalment els productes lactis no és una opcid, perqué
pot implicar una ingesta menor de nutrients importants com el calci i la vitamina B12
que es troben en aquests aliments, aixi com una ingesta de carbohidrats reduida
(Romero et al., 2019). Es a dir, una persona intolerant a la lactosa no necessariament
ha de restringir totalment els productes lactis a la seva dieta. Els pot consumir en
quantitats petites i combinar-los amb altres aliments. A més, hi ha productes lactis
que contenen nivells baixos de lactosa o que han estat tractats per reduir-ne el
contingut de lactosa, com certs tipus de formatge madurat, iogurt amb cultius vius i la

mantega.

6.7 El creixement actual del mercat de productes sense lactosa

En els ultims anys, la industria alimentaria s'ha transformat a causa del creixent
consum de productes sense lactosa. Aquesta tendéncia és impulsada per la demanda
de persones amb intolerancia a la lactosa, al-lérgies i aquells que volen una dieta més
saludable. Els consumidors, conscients del seu benestar, busquen alternatives sense
lactosa als productes lactis convencionals i aquest canvi en els habits de consum ha

tingut un impacte significatiu en la produccié i comercialitzacié d'aliments.

L'adquisicié i consum de productes sense lactosa esta en augment, i les empreses
s'adapten i desenvolupen productes innovadors per atraure un public més ampli.
Aquest canvi en la industria alimentaria presenta oportunitats i reptes, i és necessari
continuar amb la recerca i desenvolupament per satisfer les demandes d’acord amb

I’evolucié del mercat.

La magnitud del mercat mundial de productes sense lactosa es preveu que augmenti
de forma notable, passant de 12,33 mil milions de dolars el 2022 a 14,07 mil milions

de ddlars en concloure el 2023, amb una taxa de creixement anual composta (CAGR)
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del 14,1% (The Business Research Company, 2022). No obstant aixd, aquest
creixement s'ha vist afectat per la confrontacié entre Russia i Ucraina, la qual ha
interromput les perspectives de recuperacid economica global després de la
pandémia de COVID-19, almenys a curt termini. Malgrat aquest context desafiador,
s'estima que el mercat mundial de productes sense lactosa continuara expandint-se
de manera significativa en els propers anys. Es preveu que la seva grandaria
augmenti fins a arribar als 22,69 mil milions de dolars el 2027, amb una CAGR del
12,7% (The Business Research Company, 2022). Aquestes dades reflecteixen les
oportunitats potencials que ofereix aquest mercat en expansié i destaquen la
importancia de desenvolupar estrategies adequades per aprofitar aquest creixement
i fer front als reptes que es presenten. Es fonamental que les empreses analitzin de
manera exhaustiva aquestes tendéncies i adaptin les seves estratégies comercials

per satisfer la demanda creixent de productes sense lactosa a escala global.

El mercat “sense lactosa” espanyol cada vegada adquireix una dimensié més gran.
Al 2022 va assolir els 466 milions d'euros, amb un creixement del 9,2%, com bé es
pot comprovar a la Figura 11, molt per sobre del creixement del mercat global de
productes lactis (llet i derivats lactis) que va ser del 4% (MAPA, 2023).

Mio € lacteos sin lactosa

466
+9,2%
21
+6,8%
400 /'

2020 2021 2022
TAM Nav
Fuente: MAPA

Figura 11: Tendéncia del mercat de productes sense lactosa a Espanya (Font: MAPA, 2023).

La llet sense lactosa és la categoria de més magnitud, amb 357 milions d'euros.
Representa el 13% dels litres de llet envasada al nostre pais i, en termes de valor,
arriba gairebé al 15% de participacié en el mercat. Es important destacar que, de

mitjana, aproximadament el 18% dels consumidors adquireix mensualment aquest
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tipus de llet. Pel que fa al formatge sense lactosa, té un valor proper als 55 milions
d'euros i es posiciona com la segona categoria en I'ambit lacti "sense lactosa". Aquest
any ha superat els iogurts gracies a un creixement de vendes del +34%.
Aproximadament el 4% dels consumidors adquireix mensualment aquest tipus de
formatges. Finalment, els iogurts i llets fermentades sense lactosa suposen 54 milions
d'euros, experimentant un creixement del +14% el 2022. Al voltant del 5,5% dels

consumidors adquireix mensualment aquests productes sense lactosa (MAPA, 2023).

7. Lactasa

Tal com s'ha esmentat abans, la lactasa és I'enzim encarregat de la hidrolisi de la
lactosa. A la Figura 12 es mostra la localitzacié de la lactasa en un epiteli normal i
I'epiteli d’'un individu amb intolerancia a la lactosa (Gémez-Rodriguez, 2019). El
metabolisme de la lactosa comenca a la boca, on es produeix una petita quantitat de
lactasa a la saliva. Tot i aixd, la major part de la digestié de la lactosa es realitza a
I'intesti prim (Figura 12), on els dos mondmers provinents de la hidrodlisi s'absorbeixen
a través de la mucosa intestinal i entren a la sang per transportar-les a les cél-lules

del cos (Romero-Velarde et al., 2019).

Figura 12: A l'esquerra, la lactasa present a la superficie apical dels enterocits a les
microvellositats de l'intesti prim, majoritariament en el jeju proximal. A la dreta, la mateixa
imatge presa en un individu amb deficiéncia de lactasa. Font: Gomez-Rodriguez (2019).

La lactasa madura en humans és una glicoproteina integral composta per dues
cadenes polipeptidiques extracel-lulars idéntiques de 160 kDa (Skovbjerg et al., 1981;

Szilagyi, 2019). Estructuralment, és una proteina globular que es plega en un domini
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N-terminal gran i un domini C-terminal més petit. L'expressio del gen de la lactasa és

regulada mitjangant una interaccié complexa de factors genétics i moleculars.

L'ancoratge a l'intesti s'aconsegueix mitjangant aminoacids hidrofobics a I'extrem C-
terminal de I'enzim, els quals s'uneixen a la membrana hidrofobica lipidica. Els
aminoacids hidrofilics intraluminals creen dos llocs catalitics actius. La lactasa
presenta quatre dominis estructurals homolegs, cadascun dels quals s'encarrega
d'organitzar I'enzim intramolecularment (Szilagyi, 2019). En realitat, es tracta d’una
lactasa-floricina hidrolasa o LHP (EC 3.2.1.23-3.2.1.62). Segons I'homologia de
sequeéncia, la lactasa esta composta per dues regions diferents, anomenades Il i IV,
gue son similars a les glicosidases de la familia 1. L'enzim té dos llocs catalitics actius,
que es troben orientats cap a la part interna de la cél-lula (llum) i sén hidrofilics, és a
dir, atrauen les molécules d'aigua. Aquests dos llocs catalitics tenen diferents

especificitats de substrat. (Szilagyi, 2019).

L'edat, I'alimentacio i la composicié de nutrients son factors que influeixen en el
desenvolupament de I'activitat de la lactasa intestinal. Tot i que els nadons prematurs
tenen una "deficiéncia de lactasa" relativa, els simptomes d'intolerancia a la lactosa

sén poc comuns i, per tant, no estan contraindicats (Romero-Velarde et al., 2019).

El gen que codifica la produccié de I'enzim (gen LCT) se situa al brag llarg del
cromosoma 2 (Figura 13) i consta de 17 exons (Szilagyi, 2019). La regulacié de
I'expressié de lactasa té lloc majoritariament a nivell transcripcional, és a dir, la
regulacio de la seva expressio (la quantitat de proteina lactasa produida) es produeix
principalment a través dels processos que afecten la sintesi de 'ARNm, com I'activitat

dels factors de transcripcio. D’aquesta manera, |'expressio selectiva de lactasa és

controlada per factors de transcripcié especifics a la regio intestinal (Szilagyi, 2019).
Té un pH optim de 6,0. El valor de Kn (constant de Michaelis-Menten) per a la lactosa

és de 20 mM, la qual cosa ens indica la concentracido de substrat necessaria per

assolir la meitat de la velocitat maxima de I'enzim (Estrada et al., 2014).
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Cromosoma 2

Figura 13: Ubicaci6 del gen LCT en el cromosoma 2. Font: ADNinstitut (2020).

Tanmateix, I'estructura de 'enzim difereix en funcioé de la font. Aixi, la B-galactosidasa
de Kluyveromyces lactis (una de les principals fonts comercial de lactasa) és un enzim
tetrameric en l'estructura cristal-lina, el que significa que esta composta per quatre
molécules que formen una unitat asimétrica. La subunitat B-galactosidasa es plega
en cinc dominis diferents, cadascun amb caracteristiques i funcions especifiques, tal

i com es mostra en la Figura 14 (Pereira-Rodriguez et al., 2011):

- Domini 1, esta involucrat en la unié i reconeixement de sucres.

- Domini 2 i Domini 4, tenen un paper en l'estabilitat de la proteina o en
interaccions amb altres molécules, a causa del seu plegament tipus
sandvitx.

- Domini 3, on es troba la butxaca catalitica, és a dir, la regié on ocorre
la reaccié quimica catalitzada per I'enzim.

- Domini 5, que es classifica com una cadena petita de B-galactosidasa.
Probablement exerceixi una funcié especialitzada o jugui un paper en

I'estabilitat o regulacio de I'enzim.

A més, hi ha dues regions que no es poden assignar a cap dels dominis préviament
descrits:

1. Regié N-terminal.

2. Enllag exposat al solvent entre els dominis 4 i 5, és un petit segment de

la proteina que connecta els dos dominis.
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Figura 14: Estructura d’una lactasa de Kluyveromyces lactis (KL-b-Gal) amb els diferents dominis. (a)
Vista estereoscopica del mondmer KL-b-Gal en representacié de dibuix animat. Els dominis es
representen amb colors diferents. La regié N-terminal (cian), domini 1 (blau), domini 2 (verd), domini 3
(groc), domini 4 (taronja), linker (magenta) i domini 5 (vermell). (b) Representacié de superficie del
monomer amb els dominis de colors seguint el mateix esquema. (c) Vista ampliada de I'entrada de la
butxaca catalitica. Es mostra en representacié de bastonets una galactosa lligada al lloc actiu. Font:
(A. Pereira-Rodriguez et al, 2011)

Al lloc actiu, es produeix una interaccio entre certs residus aminoacidics de la lactasa
i els enllagos quimics especifics de la lactosa, aquests aminoacids sén els residus
catalitics, en particular Glu482 i Glu551 a la lactasa humana. Aquests residus
catalitics actuen com a acids i bases en la reaccié, donant o acceptant protons per
facilitar la ruptura de I'enllag glucosidic que uneix la glucosa i la galactosa a la lactosa.
La lactasa hidrolitza aquest enllag, alliberant les dues molécules monosacarids,
glucosa i galactosa, que després poden ser absorbides i utilitzades per l'organisme.

(Pereira-Rodriguez et al., 2011).
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7.1 L’Us de la lactasa en I’ambit industrial

La tecnologia de produccid de lactasa fa referéncia al procés utilitzat per produir
I'enzim lactasa a gran escala. Aquesta tecnologia és molt important a la industria

alimentaria, ja que és la principal estratégia per obtenir productes sense lactosa.

A finals dels anys 60, es va introduir comercialment la primera lactasa de llevat
derivada de Kluyveromyces lactis, la qual es va convertir en un producte disponible
per al consumidor (Wang et al., 2020). L'Us de llevats (principalment Kluyveromyces
lactis perd també Saccharomyces lactis, S. fragilis i Torula cremoris), fongs
(Aspergillus niger, A. oryzae) i bacteris (Streptococcus thermophilus, entre d’altres)
soén les principals fonts en la produccié de lactasa. Aquests microorganismes es
cultiven en grans fermentadors, on les condicions de creixement son optimitzades per
a estimular la produccié de lactasa. Una vegada obtingut el cultiu microbia, I'enzim és
separat i purificat per a la seva utilitzacié comercial (Bello, 2009). Les lactases
derivades d'Aspergillus son més adequades per a la hidrolisi de la lactosa en
condicions acides, mentre que les lactases de llevat funcionen millor en un pH neutre
(Wang et al., 2020).

7.1.1 Tecnologia de produccié industrial de lactasa

Les tecnologies de produccio de lactasa fan referéncia als métodes utilitzats per

produir I'enzim lactasa a gran escala.

Trobem diverses fonts per obtenir lactasa. Les mes reconegudes i utilitzades

inclouen:

1. Utilitzar microorganismes productors de lactasa naturalment. Les lactases
se solen obtenir de fonts microbianes i la seva purificacié és un procés
costés. També es poden utilitzar cél-lules senceres de bacteris lactics, com
S. thermophilus, d’us alimentari com a alternativa a la lactasa purificada.
Les cél-lules d’S. thermophilus, tractades amb el péptid antimicrobia nisina,
son capaces d'hidrolitzar eficientment la lactosa, i permet la produccio de

productes lactis sense lactosa i amb una etiqueta neta, sense necessitat
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d'utilitzar enzims comercials o microorganismes recombinants (Wang et al.,
2020).

. Extracci6 lactasa de teixits animals a partir de teixits que contenen altes
concentracions de l'enzim. Per exemple, es poden extreure petites
quantitats de lactasa a partir de l'intesti prim d'animals com ara vaques
(Bello, 2009). No obstant, aquesta font de lactasa és menys habitual a
causa dels seus elevats costos i la seva disponibilitat limitada (Grace et al.,
2017).

. Cultius de cél-lules animals, com ara cél-lules d'intesti prim d'animals, per
produir lactasa, i es cultiven perqué produeixin I'enzim (Bello, 2009). Les
lactases se solen obtenir de fonts microbianes i la seva purificacid és un
procés costés. També es poden utilitzar cél-lules senceres de bacteris
lactics, com S. thermophilus, d’Us alimentari com a alternativa a la lactasa
purificada. Les cél-lules d’'S. thermophilus, tractades amb el péptid
antimicrobia nisina, sén capaces d'hidrolitzar eficientment la lactosa, i
permet la produccié de productes lactis sense lactosa i amb una etiqueta
neta, sense necessitat d'utilitzar enzims comercials o microorganismes

recombinants (Wang et al., 2020).

. Produccié enzimatica recombinant, introduint gens que codifiquen la
lactasa en microorganismes o altres sistemes de produccio, permeten

obtenir grans quantitats de lactasa (Santillan-Doherty et al., 2020).

Aixi doncs, en la produccié de lactasa s'utilitzen diferents tecnologies i enfocaments,

com ara la fermentacié microbiana i I'extraccié de fonts naturals. També podem trobar

tecnologies com I'enginyeria genética, modificar gens que puguin ser responsables

d'alteracions funcionals en éssers vius, incloent-hi éssers humans. (Wang et al.,

Una de les fonts més importants per I'obtencid de lactasa es la enginyeria genética.

L'enginyeria genética es compon de diverses eines i técniques que permeten la

realitzacié de modificacions precises a I'ADN, incloent I'addicid, eliminacio i alteracio
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de segments especifics. Aquesta modificacié genética permet als microorganismes

produir I'enzim lactasa en quantitats significatives (Santillan-Doherty et al., 2020).

El desenvolupament de I'enginyeria geneética fa possible la produccié industrial a gran
escala de lactasa amb una activitat enzimatica més alta i una produccié més elevada.
Un cas de millora de rendiment i qualitat utilitzant la tecnologia de 'ADN recombinant
el va realitzar Domingues et al. (2000), amb la construccié de soques recombinants
de Saccharomyces cerevisiae amb el gen lacA procedent d'Aspergillus niger, el que
va resultar en una gran produccié de quantitat de lactasa. Es va avaluar un protocol
classic de mutagénesi quimica per augmentar la produccié de B-galactosidasa per
part de bacteris probiotics per millorar el seu potencial per tractar els simptomes de
la malabsorcié de lactosa en humans (Shiying et al., 2014). Per expressar la lactasa
d'A. niger al llevat, el gen codificador de lacA, es va acoblar al promotor ADH1 al
plasmidi multicdpia que també portava el gen marcador de resisténcia al coure, CUP1.

La construccio del plasmidi pLD1 es descriu a la Figura 15 (Domingues et al., 2000).

oHindIII oSphi
*T4 DNA polymerase elsolation of the 4.1 Kb band

eAlkaline phosphatase «T4 DNA polymerase

DNA Ligase

Figura 15: Construcci6 del plasmidi recombinant pLD1 que conté el marcador seleccionable CUP1
i el gen codificador de la B-galactosidasa d'Aspergillus niger, lacA, expressat des del promotor
ADH1 de Saccharomyces cerevisiae. Font: Domingues et al. (2000).
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Aquesta lactasa derivada de microorganismes recombinants ha de ser avaluada
d'acord amb la Guia per a la realitzacié de I'avaluacié de la seguretat dels aliments
produits amb microorganismes recombinants d'ADN (Domingues et al., 2000).
Aquesta guia (CAC/GL 46-2003) aborda els aspectes institucionals i d'innocuitat dels
aliments produits mitjangant I'acci6 de microorganismes d'ADN recombinant. S'hi
inclouen aliments i ingredients d'aliments que contenen microorganismes d'ADN
recombinant viables o no viables, o poden haver-se produit mitjangant fermentacio
amb microorganismes d'ADN recombinant amb posterior extraccié d'aquests

microorganismes (Font: Fao.org, 2023).

Generalment, la lactasa obtinguda per enginyeria genética pot tenir més puresa i
consisténcia que la lactasa microbiana, la qual cosa pot fer-la més efectiva en alguns
casos. Tot i aix0, I'eficiencia de cada tipus de lactasa dependra de la manera com es

produeix i s’utilitzi (Grace et al., 2017).

Per millorar el rendiment i la qualitat de I'enzim, s'han emprat técniques de mutagénesi

dirigida al lloc, fusié de protoplasts i ADN recombinant (Grace et al., 2017).

1. Mutagénesi dirigida al lloc: técnica utilitzada per introduir canvis especifics a
I'ADN d'un gen o un enzim en particular en una posicié determinada. L'estudi
realitzat per Marten et al. (2022) es va enfocar a investigar lI'impacte de variants
genetiques especifiques del gen LCT a la proteina LPH. Aquestes variants es van
generar mitjangant mutagénesi dirigida al lloc per tal d'analitzar-ne els efectes en
les caracteristiques de la proteina, tot introduint canvis especifics al gen LCT i

generar les variants desitjades de la proteina LPH.

2. La fusié de protoplast és una técnica utilitzada en biologia i biotecnologia per
combinar cél-lules eliminant les parets cel-lulars, cosa que resulta en la formacio
de ceél-lules hibrides. Han estat tractades enzimaticament deixant només la
membrana plasmatica intacta. Aquesta técnica s’ha utilitzat per construir hibrids
entre soques de llevat amb caracteristiques especifiques. En aquest cas, es van
fusionar protoplasts de soques de Saccharomyces cerevisiae i Kluyveromyces

fragilis. La fusié de protoplasts va permetre la formacié de fusants, que sén
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cél-lules resultants de la fusié de protoplasts. Els fusants van ser capagos de

fermentar lactosa i generar etanol (Farahnak et al., 1986).

3. La técnica de I'ADN recombinant és un conjunt de técniques utilitzades per
manipular i combinar fragments d'ADN de diferents fonts per crear molécules
d'ADN modificades artificialment. A les Taules 6 i 7, respectivament, es presenten
diferents exemples de sistemes microbians per a la produccié de B-galactosidasa

recombinada i algunes de les seves aplicacions.

Taula 15: Alguns sistemes microbians recombinants per a la millora de la produccié de p-galactosidasa.
Font: Modificat de Oliviera et al. (2011).

Expressio Produccié heterologa de B-galactosidasa d'Aspergillus niger:
recombinant de - _
galactosidases no - La B-galactosidasa segregada pel fong filamentds A. niger és
bacterianes adequada unicament per a la hidrolisi de sérum acid, ja que la

seva activitat es veu considerablement reduida a valors de pH
superiors al punt optim, al voltant de 3.5.

Amb el propodsit de millorar la disponibilitat d'aquest enzim i
aprofitar-lo en aplicacions especifiques, es va realitzar el
clonatge i la produccié de la B-galactosidasa d'A. niger en
soques recombinades de S. cerevisiae.

Per fer-ho, es va fer servir un vector d'expressié multicopia de
llevat, el qual portava el ADN corresponent a la 3-galactosidasa
secretora d'A. niger.

Posteriorment, es va procedir a dissenyar diferents soques de S.
cerevisiae utilitzant aquest vector, amb l'objectiu d'aconseguir la
produccié i secrecié de la B-galactosidasa d'A. niger. En els
primers estudis, els recombinants van presentar baixes taxes de
creixement.

- Posteriorment es va aconseguir obtenir soques de llevat
recombinant amb capacitat de floculacid6 que secreten nivells
elevats de la B-galactosidasa d'A. niger, utilitzant una soca de
llevat de cervesa transformada amb un vector recombinant.
Aquestes millores van permetre un augment significatiu en la
productivitat i estabilitat de la B-galactosidasa recombinant, cosa
que va resultar en una major eficiéncia en la produccié a gran
escala

- Actualment, les B-galactosidases produides per A. niger no
generen preocupacions i estan destinades a ser utilitzades en el
processament del sérum de la llet. Les proves de genotoxicitat
no van plantejar preocupacions de seguretat, i per tant el fan
apte per I'Gs.
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Expressié
recombinant de -
galactosidases no
bacterianes

Expressi6
recombinant de -
galactosidases
bacterianes

Produccié heterologa de B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis

La B-galactosidasa de K. lactis, codificada pel gen LAC4, té un
gran interés biotecnoldgic en la industria alimentaria i en la
reutilitzacié del sérum de formatge. A diferéncia d'A. niger, el
llevat K. lactis produeix una quantitat més gran d'unitats
enzimatiques, encara que la producci6 industrial i I'aplicacié de
la B-galactosidasa de K. lactis es veuen limitades pels costos
associats a la seva extraccio i processament. Per tant, s'han
adoptat dues estratégies per a la secrecié de la B-galactosidasa
de K. lactis al llevat: I's de soques de llevat amb capacitat de
lisi espontania i la utilitzacioé de sequéncies senyal heterdlogues
per a la produccié extracel-lular. En ambdds casos, es van
emprar plasmidis per a la clonacié i expressi6 de la B-
galactosidasa recombinant de K. /actis.

L'estratégia de secrecid heterdloga de B-galactosidasa de K.
lactis es va investigar utilitzant soques de llevat recombinants.
Es van emprar diferents senyals de secrecid, com la toxina
assassina de K. lactis i el factor a de Saccharomyces, per
secretar I'enzim al medi de cultiu. No obstant aix0, en tots els
casos, la secrecié de B-galactosidasa recombinant es va
aconseguir només al medi de cultiu, no a linterior de les
cél-lules.

Es van construir proteines hibrides combinant B-galactosidases
de K. lactis i A. niger amb I'objectiu de millorar la secrecié de -
galactosidasa heterdloga a K. /actis. La produccié heterdloga de
B-galactosidasa de K. lactis mitjancant la secrecio extracel-lular
de I'enzim ha demostrat ser prometedora en termes de la seva
aplicabilitat a la industria alimentaria i a la reutilitzacié del sérum
de formatge. Els avengos en I'enginyeria genética, I'optimitzacio
de les condicions de cultiu i I'exploracié de noves estratégies de
secrecid han contribuit a millorar la produccié i I'activitat
enzimatica.

Molts estudis també han informat sobre la seqlienciacié genética
d'alguns soques de K. lactis. No obstant aix0, el més prometedor
des d'un punt de vista industrial sén els que s'ocupen de
I'expressio dels gens d'aquest llevat en altres microorganismes.
Per exemple, els procediments d'enginyeria genética poden
reduir la formacié de productes d'enfosquiment no enzimatics en
la hidrolisi de la lactosa.

La B-galactosidasa d'Escherichia coli, codificada pel gen lacZ,
és citosolica i té limitacions en el seu Us biotecnoldgic a causa
de la seva produccid intracel-lular i problemes de toxicitat
associats amb E. coli. Tot i aix0, el gen lacZ s'ha clonat en
sistemes d'expressié recombinant de llevat, principalment per
utilitzar-lo com un gen informador en lloc de la seva producci6
heterologa de B-galactosidasa. A més, es va aconseguir alliberar
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B-galactosidasa d'E. coli en soques de S. cerevisiae mitjangant
estratégies de lisi espontania o permeabilitzacié quimica de les
cél-lules.

- Maksum et al. (2021) van produir p-galactosidasa en una soca
salvatge d'E. coli B130. En general, E. coli podria ser utilitzada
com a model per a una millor comprensié del mecanisme
catalitic de la B-galactosidasa.

- Kim et al. (2021) van estudiar l'expressi6 de LAC4 de B-
galactosidasa en E. coli i van avaluar les condicions optimes de
reaccié. Aquests autors van informar d'avantatges del métode,
com el baix cost de l'extraccio i la possibilitat d'una purificacio en
un sol pas en un procés comercial.

Taula 16: Algunes de les aplicacions i avantatges de I'is de les B-galactosidases recombinants:
avantatges en termes dels processos de produccid i purificacié. Font: Modificat de Oliviera et al. (2011)

Aplicacions de les B- | Hidrolisi de lactosa de la llet: La B-galactosidasa adaptada al fred de
galactosidases Pseudoalteromonas, produida i purificada a partir de cél-lules d'E. coli, la
recombinants B-galactosidasa recombinant adaptada al fred de Lactobacillus
acidophilus, i la B-galactosidasa recombinant termoestable de Bacillus
stearothermophilus sén alguns dels exemples que Oliviera et al. (2011)
citen en seu article per a la produccio de llet sense lactosa. Les lactases
recombinants es poden modificar genéticament per augmentar I'activitat
enzimatica, permetent una digestiéo meés eficient de la lactosa.

Bioremediacio del sérum: s'utilitza lactasa per eliminar la lactosa del
sérum.

Biosensors i proteines de fusio: L'expressio i la produccié de B-
galactosidases recombinants han estat fonamentals per als avengos en
aquesta area. Un exemple és I'is d'una proteina quimérica que combina
la B-galactosidasa d'E. coli amb el domini d'unié de I'amidasa
(acetiimuramoil)-L-alanina d’Streptococcus pneumoniae, la qual va
permetre el desenvolupament d'un meétode especific d'immobilitzacié de
proteines en un eléctrode d'or. L’eléctrode d'or actua com a base on
s'ancora la proteina, permetent aixi la deteccid electroquimica de
l'activitat de la B-galactosidasa generant canvis electroquimics
observables en I'electrode d’or, els quals es poden mesurar i quantificar.

Produccio eficient i econdmica: Gracies a les técniques de genética
molecular, les lactases recombinants es poden produir en grans
quantitats de manera controlada i reproduible. Aixd permet un procés de
producci6 més eficient i econdmic en comparacid dels meétodes
tradicionals d'extraccié de lactases de fonts naturals, com fongs o
bacteris.
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Personalitzacié de nous processos: Les técniques de genética
molecular permeten modificar i optimitzar els enzims lactases per a
aplicacions especifiques. Es possible dissenyar lactases amb propietats
desitjables, com ara una major termoestabilitat, tolerancia al pH o
especificitat.

Una altra lactasa recombinant i comercial es una que prové de Kluyveromyces lactis,
que té unes propietats rellevants al mercat. Durant els ultims anys, s'han desenvolupat
estratégies innovadores per a la seleccio i millora de soques de K. lactis basades en
I'ts de la lactasa com a marcador de seleccié per a l'expressié de proteines
recombinants. S'ha aconseguit augmentar la produccié de lactasa, la qual cosa indica
una major capacitat per expressar proteines d'interés. L'Us de la lactasa com a
marcador de seleccié permet obtenir soques de K. lactis més eficients i productives
en la produccié de proteines d'interés. Aquesta estratégia innovadora ofereix una
manera efectiva d'identificar i millorar les soques que presenten un major potencial
per expressar proteines recombinants, contribuint a I'optimitzacié del procés de

produccio (Grace et al., 2017).

7.1.2 Tecnologia d'immobilitzacié de lactasa

La immobilitzacié d'enzims és una técnica utilitzada per fixar enzims a una matriu
solida o suport, cosa que en permet la reutilitzacio i millora I'estabilitat dels enzims.
Aquesta técnica es fa servir en diversos camps com la biotecnologia, la industria
alimentaria, la medicina i la produccié de biocombustibles, entre d'altres. A nivell
industrial, que consisteix en fixar els enzims o biomolécules a una matriu solida, com
un gel o una resina, per crear un biocatalitzador que pugui ser reutilitzat. (Bickerstaff,
1997). Aquest procés també pot incrementar la resisténcia a canvis en les condicions
en que es troba I'enzim, com ara pH i temperatura (Grace et al, 2017). En comparacié
amb els enzims lliures, I'enzim immobilitzat t¢ multiples avantatges, mostrades a la
Taula 5.
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Taula 5: Avantatges dels enzims immobilitzats enfront els enzims lliures. Font: Baret (1987) i Grace et
al. (2017).

Avantatges dels enzims immobilitzats
Capacitat de ser separat facilment del substrat i el producte
Utilitzat repetidament durant un periode de temps prolongat
Us continu en reactors de columna i major resisténcia a les tensions mecaniques
Reduccio dels costos i estalvi d’energia, major proteccié del medi ambient i produccio

automatica i continua

A la Figura 16 es mostren alguns metodes comuns d'immobilitzacié d'enzims, els
quals inclouen I'encapsulacio, I'absorcid, la unié covalent i 'entrecreuament (Nguyen,
2017).

Covalent bond i E i G

Covalent Bonding

Enzyme

Support

Entrapment/ Encapsulation Cross Linking

Figura 16: Métodes d'immobilitzacié d'enzims. Font: Nguyen (2017).

En el métode d'immobilitzacié anomenat encapsulacié (Figura 17), I'enzim no es fixa
directament a la superficie de suport sind que es fa tancant els enzims en una capsula
de membrana (xarxa polimérica) que només permet el pas dels substrats i els
productes, i restringeix la difusié de I'enzim. L'enzim no interactua quimicament amb
el polimer de I'encapsulament, de manera que pot millorar I'estabilitat de I'enzim i
minimitzar la seva desnaturalitzacio. En aquest métode, I'eficacia depen de I'estabilitat

dels enzims dins de la capsula (Nguyen, 2017).
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Figura 17: Esquema de I'encapsulacio, on es representa l'enzim i la membrana semipermeable.
Font: https://www.easybiologyclass.com

El métode d'adsorcié (Figura 18) és una de les técniques més simples i eficients en
tecnologia d'immobilitzacié. Aquest métode consisteix en I'adsorcié dels enzims en
una superficie solida, com ara una resina, a través d'interaccions fisiques o
quimiques. Els enzims es barregen en una solucié amb el material adsorbent i sén
retinguts per les forces d'adsorcié en la superficie del material. Aquesta superficie té
una carrega neta que permet la formacié de ponts d'hidrogen i interaccions de van
der Waals entre els enzims i el material adsorbent, mantenint aixi els enzims fixats a
la superficie. Mitjangant aquest metode, es va aconseguir la immobilitzacié de la
lactasa en resina d'intercanvi idbnic A568. Les dades de I'estudi evidencien que I'enzim
immobilitzat va presentar una activitat superior a l'enzim lliure en totes les

temperatures avaluades (Grace et al., 2017).

Enzyme
Enzyme

Enzyme
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Figura 18: Esquema del métode d’encapsulacio basat en I'adsorcid, on es representa I'enzimi el
suport (superficie solida). Font: https://www.easybiologyclass.com
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A la técnica d'immobilitzacié d'enzims coneguda com a unié covalent (Figura 19), es
produeix un enllag quimic covalent entre el suport i I'enzim. Aquesta técnica presenta
nombrosos avantatges en la immobilitzacié de lactasa: genera una connexio resistent
i duradora entre el suport i I'enzim, una major densitat d'enzims immobilitzats a la
superficie del suport (augmenta l'activitat enzimatica i millora I'eficiéncia del procés de
produccio), es millora I'especificitat i la selectivitat de I'enzim, redueix els costos i
augmenta la sostenibilitat del procés. La lactasa també s'uneix covalentment a
polietilé de baixa densitat (LDPE) per obtenir components d'embalatge actius (Grace
et al., 2017).
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Figura 19: Esquema del métode d'immobilitzacié basat en la uni6 covalent, on es representa
I'enzim i el suport, pero afegint I'enllag covalent entre enzim i suport. Font:
https://www.easybiologyclass.com

La immobilitzacié d'enzims per entrecreuament (Figura 20) és un métode irreversible
que es realitza mitjangant la formacié d'enllagos entre les molécules d'enzim per
enllagos covalents. El procés es duu a terme amb l'ajuda d'un reactiu multifuncional
que actua com a connector per connectar les molécules d'enzim en agregats
entrecreuats tridimensionals. L'enzim immobilitzat es troba en la mescla de reaccid i
no esta lligat a cap suport. Hi ha dues aproximacions en la immobilitzacié per
entrecreuament: I'Us d'agregats d'enzims entrecreuats (CLEA) i el cristall d'enzims
entrecreuats (CLEC). Ambdds meétodes requereixen I'Us d'un agent d’entrecreuament,
com ara el glutaraldehid, per entrecreuar les molécules d'enzim a través de les
reaccions dels grups amino lliures dels residus de lisina al lloc reactiu de les molecules
d'enzim veines (Nguyen, 2017).
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Abans de descobrir aquest procés d'immobilitzacid, I'is d'enzims no es trobava
generalitzat en els processos quimics industrials pel fet que la majoria dels enzims no
eren estables en les condicions de treball i, a més, en ser solubles en aigua, la seva
separacio dels substrats i productes era dificil, per la qual cosa no es podien reutilitzar
(Arroyo, 1998).

Enzyme Enzyme
- Enzyme ) 1
1 Enzyme
Enzyme
’ Enzyme |
| Enzyme
Enzyme X -
Enzyme = | \
Cross links

Cross Linking (Copolymerization)
Enzyme Immobilization

Figura 20: Esquema del métode d’entrecreuament per a la immobilitzacié d’enzims, on
es representa l'enzim i l'enllag creuat entre ells i els que [l'envolten. Font:
https://www.easybiologyclass.com

7.2 Aplicacié de la lactasa en la industria alimentaria

L'aplicacié de la lactasa a la industria és la técnica més utilitzada a I'hora de fabricar
productes lliures de lactosa. Tot i que la llet sense lactosa és ben acceptada, aquesta
té un gust més dolg causat per la hidrolisi de la lactosa. Aquesta lactosa, en hidrolitzar-
se, deixa lliure els dos monomers i la galactosa com, sobretot, la glucosa sén més
dolces en la seva forma lliure, i aixd fa que el poder edulcorant (Taula 6) de la llet
sense lactosa augmenti. La galactosa té un grup hidroxil addicional en comparacié

amb la glucosa, cosa que pot fer que sigui menys dolga (Grace et al., 2017).

Taula 6: Diferents graus de dolcor dels diversos edulcorants. Font: Asociacién
de intolerantes a la lactosa Espana (ADILAC, 2022).

Dulzor relativo

Fructosa 135
Sacarosa 100
Glucosa 45
Galactosa 42
Lactosa 22
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El grau de dolgor d'un sucre fa referéncia a la intensitat de la dolgor en comparacio
amb altres sucres o substancies endolcidores. Es determina en comparacié amb el
grau de dolcor la sacarosa (sucre de referéncia), a la qual se li atorga un valor de 100.
La dolgor d'un sucre depén de la capacitat que té per unir-se als receptors de dolgor
a la llengua. La lactosa no és tan dolga com la glucosa o la galactosa perqué la seva
estructura quimica no s'ajusta tan bé als receptors de dolgor i té¢ més polaritat a causa
de la preséncia de l'enllag glicosidic B (1—4), cosa que redueix encara més la seva
capacitat per unir-se als receptors de dolgor en comparacié a la glucosa i la galactosa.
Cal tenir en compte, perd, que algunes marques comercials poden agregar
edulcorants o saboritzants a la llet sense lactosa que poden influir en el sabor final
(Grace et al., 2017).

Les lactases utilitzen aigua per trencar la lactosa i compten amb tres usos principals:
I'elaboracié de llet deslactosada, el control de la densitat lactia i faciliten la produccio
de galactooligosacarids usats com a prebidtics (Bello, 2009). La lactasa també s'usa
en els concentrats de llet i sérum lactic, impedint aixi la cristal-litzacio i floculacio en
els productes finals, gracies a la hidrdlisi de la lactosa. Es recomana hidrolitzar
almenys el 20% i fins al 50% de la lactosa present en el producte mitjangant I'addicio

de lactasa per obtenir productes suaus al paladar (Bello, 2009).

Pel que fa a la llet sense lactosa, el métode més senzill per produir aquest tipus de
producte és I'addicio "en lot" de lactasa abans del pas de tractament UHT. La hidrolisi
de la lactosa es pot realitzar mitjangant un sistema de lot d'un sol Us, sistemes de
recuperacié (reutilitzacié d'enzims) o mitjangant I'is d'enzims immobilitzats (Fiore et
al., 2016).

A la Figura 21 es mostra el diagrama de flux tipic de la produccié de llet sense
lactosa. Consta de dos processos que comparteixen caracteristiques comunes, pero
la principal diferéncia rau en el pas d'addicié de lactasa: d'ara endavant, I'addicio "a
I'envas" s'indicara com a procés A i I'addicio "en lot" com a procés B. La llet obtinguda
mitjangant el procés A conté lactasa activa durant la seva vida util, ja que I'enzim
s'afegeix després de l'esterilitzacio, mentre que la llet obtinguda mitjancant el procés
B no té activitat de lactasa perqué l'enzim s'inactiva durant I'esterilitzacié. En

consequéncia, la hidrolisi de la lactosa continua durant la seva vida util en la llet
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obtinguda mitjangant el procés A, mentre que en les mostres obtingudes mitjangant
el procés B, la hidrdlisi s'interromp quan s'ha assolit el nivell final durant la incubacio
en lot abans de l'esterilitzacio (Fiore et al., 2016). El procés d’afegir lactasa cada
envas (procés A) redueix els costos operatius, ja que requereix una menor quantitat
d'enzim i estalvia el temps de retencio necessari per a la hidrolisi en lot. A més, s’evita
la necessitat de processos de produccié addicionals, garanteix la frescor i la qualitat
del producte en cada envas i permet assolir concentracions més baixes de lactosa
(Fiore et al., 2016).

La presencia de lactasa activa en I'envas final a les llets pot tenir alguns inconvenients,
ja que l'alta concentracié de glucosa i galactosa fa que el producte sigui menys estable
en comparacid amb la llet UHT convencional. Aixd es deu a diverses raons.
Primerament, l'alta concentracid d'aquests sucres pot propiciar la formacié de
reaccions secundaries, com la caramel-litzacio o la reaccié de Maillard, que generen
productes que poden afectar negativament la qualitat i I'estabilitat del producte final.
A més, aquests sucres poden interactuar amb altres components presents en el
producte, provocant canvis no desitjats i afectant la seva estabilitat. A més a més,
I'alta concentracié de glucosa i galactosa pot estimular I'activitat enzimatica, donant
lloc a reaccions no desitjades o a la degradaci6 de components importants del

producte. (Fiore et al., 2016).
Finalment, aquests sucres també son susceptibles de patir degradacié quimica, com

la deshidratacio, oxidacié i formacié de radicals lliures, que poden afectar

negativament la qualitat i I'estabilitat del producte final (Fiore et al., 2016).
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Procés A: Procés B:

L'addicié "a I'envas" L'addicié "en lot"
Pasteuritzacio Pasteuritzacio
i refrigeracio i refrigeracio

! !

Esterilitzacio Esterilitzacid - Lactasa
UHT UHT
v i

Homogeneitzacio i Esterilitzacié UHT
Refrigeracio

v Y
) Homogeneitzacio i
Refrigeracio

Mescla i embalatge Lactasa
aseptic esteril

Y

Embalatge aséptic

Figura 21: Diagrama dels dos processos tipics per a I'obtencié de llet sense lactosa. El procés A
correspon a l'addicié de lactasa a I'envas, mentre que el procés B fa referéncia a I'addicié de lactasa
en lot. Font: Fiore et al. (2016).

De la mateixa manera passa amb els iogurts sense lactosa. La lactasa s'afegeix
abans de l'acidificacioé del iogurt per assegurar una descomposicié completa de la
lactosa abans que es produeixi la fermentacio lactica. Es important perqué durant la
fermentacio lactica, els bacteris lactics consumeixen la glucosa i la galactosa produint
acid lactic, cosa que baixa el pH i acidifica el iogurt. Si la lactosa no s'ha descompost
préeviament, podria generar un excés d'acidesa al iogurt i afectar-ne el sabor i la
textura (Dekker et al., 2019) (Figura 21). Quan la lactosa s'hidrolitza utilitzant lactasa
neutra (lactasa on I'activitat optima ronda el pH 7), millora significativament I'eficiéncia
del procés de fermentacio del iogurt. A més, s'ha observat que aquest procés redueix
el temps de coagulacié de la llet entre un 35% i un 40%, alhora que augmenta la

viscositat del producte, el gust de llet i la qualitat organoléptica (Grace et al., 2017).

El formatge es pot elaborar sense lactosa mitjangant la incubacié de la llet amb
lactasa abans de la coagulacio (Figura 22). Aixd és especialment util per als formatges
joves i frescos, on el contingut de lactosa és significatiu. En els formatges curats, tota

la lactosa sera consumida pels bacteris de I'acid lactic, fent que no sigui tan
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necessaria la incubacié amb lactasa i son productes aptes per a la gent intolerant a
la lactosa (Dekker et al., 2019). S'ha observat un temps de maduracié més rapid per
al desenvolupament del sabor i la textura, aixi com un major rendiment de formatge.
No obstant aix0, presenta alguns desavantatges com ara el desenvolupament gustos

indesitjats i el gust dolg, entre d’altres (Buddhi, 2012).

Els gelats son productes que també es poden fer sense lactosa, utilitzant llet i llet en
pols sense lactosa a la mescla de gelat o afegint I'enzim lactasa després de la
pasteuritzacio i incubacié durant el periode d'envelliment abans de la congelacié
(Figura 22). A causa de l'augment en el contingut de monosacarids després de la
hidrolisi de la lactosa, el punt de congelacidé de la mescla de gelat disminuira. Aixo
portara a un gelat més tou a la mateixa temperatura. Encara que per a alguns postres
gelats aix0 pot ser un avantatge, degut a certes caracteristiques buscades en alguns
estils culinaris (gelats de cullera tova), a vegades també portara a una fusi6 més
rapida. (Dekker et al., 2019). Com que la dolgor augmenta a causa de la hidrolisi de
la lactosa, el gelater pot decidir disminuir I'addicié de sucre i, per tant, augmentar de
nou la temperatura de fusio, de manera que pot ser necessari prendre mesures
addicionals per complir amb la regulacié local dels gelats (Ozatay, 2020). El
tractament amb lactasa també s'utilitza en els gelats per prevenir la cristal-litzacié de
la lactosa, especialment quan s'utilitza sérum de llet en pols o concentrat de proteina
de sérum a la mescla de gelat. La quantitat de lactosa pot ser suficientment alta com
per formar cristalls durant la congelacié. Aixd condueix a un a una textura sorrenca.
El tractament amb lactasa pot prevenir la formacié d’aquests cristalls que
sensorialment es perceben com a granets de sorra en el gelat, que sén més solubles

a baixa temperatura. (Dekker et al., 2019).

La llet en pols es pot produir a partir de llet o serum que ha estat convertit en lactosa-
zero mitjangant el procés de lot (Figura 22). No obstant aixd, un inconvenient rellevant
d’aquest procés és l'alta concentracié de monosacarids presents en la llet tractada,
cosa que provoca una disminucio de la temperatura de transicio vitria i pot generar
obstruccioé en el sistema d'alimentacié del deshidratador per atomitzacié quan les
condicions de sequedat no sén optimes. A més, la pols de llet (o serum) sense lactosa
és altament higroscopica, el que comporta la formacié d'aglomerats durant

I'emmagatzematge si no s'empaqueta amb la precaucié adequada. A causa d'aquests
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desafiaments técnics, els productes lactis sense lactosa en pols encara representen
un mercat reduit en comparacié amb els pols de llet convencionals (Dekker et al.,
2019).

Els productors de gelats, iogurts i postres congelats també utilitzen la lactasa per
millorar la suavitat, cremositat, dolgor, sabor i digestibilitat, i per reduir la textura
sorrenca causada per la cristal-litzaci® que passa en preparacions amb alta

concentracio de lactosa (Ozatay, 2020).

Cheese » Powder
s
24hra-8°C

Yoghurt Ice cream

(LF) milk powder /
(LF) cream / sugar /
stabilizers etc

(LF) milk powder /
butter / sugar /
stabilizers etc

Pasteurization/ﬁomogenization Pasteurization Pasteurization Pasteurizationfhomogenization
5'85°%C 20775°% 20"75°% 20"85°
Cool to 42 °C w Evaporation 0
C‘j @ Cheese culture (untl45-50% OM) @ Cool to4°C
Yoghurt culture Acidifcation / renneting Heating / homogenization Ripening / aging
60-65 °C

Acidification 24hr<4%C

~5 hr42°C Cutting/whey separation

Spray drying Whipping / freezing -5 °C
Brining / pressing l @

lecithination

[ Cool and packing ][ Cool and packing ]
LF set LF stirred
yoghurt yoghurt

Figura 22: Esquema dels diferents productes lactis tractats perqué acabin sent lliures de lactosa. Font:
(Dekker et al., 2019).

Ripening
12-16°C

Hardening -30 °C

Per altra banda, es poden trobar altres productes no lactis on també es pot utilitzar la
lactasa en el seu procés. En el pa, la lactosa es pot utilitzar com a agent daurador, i
en carns processades com les salsitxes i les hamburgueses, per aconseguir una
textura adient. També es pot afegir al pollastre processat i es pot utilitzar en la

produccio de refrescs (Lomer et al., 2007).
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La galactosa resultant de la hidrolisi de la lactosa es polimeritza mitjangant I'accié del
mateix enzim, formant galactooligosacarids amb diferents graus de polimeritzacio,
com bé es mostra a la Figura 23, anomenades reaccions de transgalactosilacié amb
activitat prebiotica (Zerva et al., 2021). Sén resistents a I'acid i la calor i conserven les
seves propietats beneficioses, com ara la millora del restrenyiment, la prevenci6 del
cancer i les al-lérgies, i afavoreixen el creixement de bacteris, incloent espécies de
Lactobacillus i Bifidobacterium a l'intesti, que sén molt importants per a la salut
humana. Per tant, I'addicié de lactasa a la llet per produir oligosacarids pot tenir
efectes positius en la salut (Buddhi, 2012). D’aquesta manera, les B-galactosidases
amb activitat de transgalactosilacié generen derivats de lactosa d'alt valor i s'utilitzen
a la industria alimentaria com a edulcorants baixos en calories en productes lactis
fermentats, aliments prebiodtics, productes de confiteria, aliments a base de cereals,

refrescos, pans i begudes (Movahedpour et al., 2021)

HIDROLISIS

_OH
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0
HO= o
HO. \A. o
o

oH OH (‘.lums:

Lactosa Enzima

4'-Galactosil-lactosa

Lactosa

Figura 23: Sintesi de galactooligosacarids (GOS) mitjangant B-galactosidasa. Font:
Rodriguez (2015).

Per altre banda, els envasos amb enzims immobilitzats, a més de protegir els enzims
contra factors adversos als quals son susceptibles, poden ser reutilitzats i poden tenir
un control de migracio, de manera que les caracteristiques i la formulacié mateixa de
I'envas permeten controlar la forma en qué I'enzim migra: gradualment o rapidament,
o depenent del material, I'enzim pot ser atrapat en la matriu polimérica, sense
migracio; en aquest cas, I'envasament actua a través del contacte entre I'envasament
i 'aliment (Almasi et al., 2021). L'empaquetatge actiu, en qué un component actiu

s'incorpora en o sobre un material d'embalatge amb ['objectiu de millorar la seguretat,
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I'economia i la vida util dels aliments envasats, pot oferir un sistema alternatiu per
produir productes de llet fluida sense lactosa (Wong, D., & Goddard, J. M., 2014). Els
avengos en l'empaquetatge actiu amb enzims immobilitzats per a productes lactis
tenen com a objectiu reduir les caracteristiques sensorials negatives del
processament per lots (Goddard et al., 2007; Mahoney et al., 2013). Un d'aquests
envasos actius es va crear mitjangant la deposicié capa a capa de lactasa, en qué la
lactasa s'immobilitzava de manera covalent sobre una superficie de polietilé de baixa
densitat (LDPE) funcionalitzada amb UV entre capes de deposicions repetides de
polietilenoimina (PEI) i capes de reticulacio6 amb glutaraldehid (GL) (Wong et al.,
2013). L'objectiu de la tecnologia d'embalatge actiu amb lactasa immobilitzada és
vincular la lactasa al LDPE mitjangant una unié covalent. Aquest tipus d'embalatge es
considera adequat per a l'aplicacio de la lactasa a la industria alimentaria i s'utilitza

frequentment.

8. Problemes: intolerancia i al-lérgia

Tant la intolerancia com l'al-lergia sén respostes adverses del cos a certes
substancies, perod existeixen diferéncies significatives entre ambdues. La intolerancia
€s una resposta adversa que es produeix quan el cos té dificultats per digerir certes
substancies, com en aquest cas seria la lactosa. Perd, en general, la intolerancia no
és perillosa i pot ser gestionada mitjangant canvis en la dieta o I'is de suplements
enzimatics. Tot i que els simptomes poden ser incomodes, com ara dolor abdominal,
gasos i diarrea, no solen ser greus (Gémez-Rodriguez, 2019). No s’ha de confondre
el terme intolerancia amb malabsorcio; el terme malabsorcié de lactosa significa que
la lactosa no és absorbida, mentre que intolerancia a la lactosa es refereix a 'aparicio
de simptomes clinics originats per la malabsorcié. Ja que no tots els pacients amb
malabsorcié de lactosa presenten simptomes, el terme intolerancia a la lactosa no és

sindnim de hipolactasia o de malabsorcié de lactosa (Gomez-Rodriguez, 2019).

D'altra banda, l'al-lergia és una resposta adversa del sistema immunitari a una
substancia estranya, que pot ser inofensiva per a la majoria de persones. Quan una
persona amb al-lérgia entra en contacte amb la substancia a la qual és al-lergica, el
seu cos reacciona produint una resposta immunitaria que pot ser lleu o greu, i fins i

tot posar en perill la seva vida. Els simptomes poden incloure picor, erupcions
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cutanies, inflor, problemes respiratoris, anafilaxi i altres simptomes greus (Biblioteca
Nacional de Medicina, 2020).

8.1 Intolerancia a la lactosa

La intolerancia a la lactosa i els seus simptomes han captat l'interés de la comunitat
cientifica ja que es considera un problema de salut a nivell mundial, degut a que afecta
a gran part de la poblacié. Des d'una perspectiva social, adquirir una comprensio més
precisa sobre la lactasa i comprendre les consequéncies de la seva deficiéncia és

crucial per entendre i abordar la intolerancia a la lactosa de manera efectiva.

En termes generals, s'ha observat una frequéncia d'intolerancia més alta a la lactosa
en poblacions amb una historia limitada en el consum de productes lactis; per contra,
en les regions on els lactis han estat fonamentals en l'alimentacid, la prevalenca
d'intolerancia a la lactosa a la poblacié ha estat baixa (Figura 24). Els individus que
mantenen la capacitat de digerir la lactosa gracies a la lactasa intestinal es denominen
com a portadors del fenotip de persisténcia de lactasa (LP), sent aquest el fenotip
més conegut. Per altra banda, aquells que perden I'habilitat de digerir grans quantitats
de lactosa en un sol menjar durant I'edat adulta s’anomenen com a portadors del

fenotip de no persisténcia de lactasa (LNP) (Szilagyi, 2019).
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Figura 24: Mapa extret de I'article "L'evolucié de la digestid de la lactosa" de Catherine Walker i Mark
G. Thomas (2019) que il-lustra que les arees taronges i vermelles, corresponents al nord d'Europa, el
sud-oest de I'lran, I'Africa occidental i I'Arabia Saudita, exhibeixen una alta prevalenca de lactasa
persistent (LP) entre la seva poblacio, la qual cosa es relaciona amb la practica de consum de
productes lactis. Per contrast, les arees verdes i blaves representen regions geografiques on la majoria
d'individus no tenen la capacitat de pair la lactosa a I'edat adulta. Font: Szilagyi (2019).
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Com a curiositat, la domesticacio del bestiar va tenir un paper clau en la persisténcia
de la lactasa en adults, la qual cosa es deu a dos factors critics. En primer lloc, la

domesticacioé simultania de bacteris lactics que converteixen la lactosa no digerible en
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acid lactic d'absorcid facil (millorar la digestibilitat de la lactosa). Aquest procés implica
I'adaptacié de diverses espécies que evolucionen conjuntament per beneficiar-se
mutuament i esdevenir dependents les unes de les altres. En segon lloc, la mutacié
que produeix la persisténcia de la lactasa en adults de les societats lleteres,
especialment aquelles del nord d'Europa i els seus descendents. Aixo resulta en una
taxa d'intolerancia a la lactosa significativament més baixa en comparacié amb les
poblacions del sud d'Europa o asiatiques, degut a I'evolucié genética que ha permes

la produccié d'aquest enzim en edat adulta (Fassio et al., 2018).

8.1.1 Fenotips i genotips

La capacitat d’'un individu per produir lactasa persistent (LP) o no persistent (LNP)

esta determinada per un gen situat en una regié promotora de I'ADN que controla
I'activitat de la lactasa. Aquest gen s’anomena LCT i a la majoria dels lactants
experimenta una regulacié a la baixa una vegada que es produeix el deslletament.
Tot i ser un fenomen comu a la majoria dels mamifers i éssers humans, no és un
fenomen que ocorre per igual a tots els individus humans (Wanes et al., 2019). La

Figura 25 mostra les diferéncies a nivell d’expressié el gen LCT.
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Figura 25: Adaptacié dels mecanismes de regulacié de I'expressié del gen LCT. Es pot observar que
la lactasa no persistent (LNP), existeixen unions de repressors al gen que impedeixen la correcta
regulacié de I'expressio del gen. En aquest cas, a causa de la metilacié del DNA (CHzs) es regula de
manera negativa I'expressio del gen que codifica la lactasa. Font: PROJECTE NATURA, Universitat
de Valéncia (2021).
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S’han identificat diversos polimorfismes (variacions) en aquest gen que afecta la
produccio de lactasa i que estan associats amb la intolerancia a la lactosa en diferents
poblacions (Szilagyi, 2019). L'herencia d'aquest gen segueix un patré mendelia on hi
ha la forma dominant (LP) i la forma recessiva (LNP). Si un individu hereta un o tots
dos al-lels dominants per a la producci6 de lactasa persistent (LP), tindra la capacitat
de produir lactasa durant tota la vida, mentre que si hereta dos al-lels recessius per a
la produccié de lactasa no persistent (LNP), no podra pair la lactosa a I'edat adulta
(Wanes et al., 2019). A la Figura 26, es mostren de manera resumida els termes

utilitzats per descriure I'estat de la digestié de la lactosa.

Terme Definicié

Un tret genetic dominant normalment associat amb nivells elevats continuats de produccié

Persisténcia de lactasa (LP) de lactasa fins a I'edat adulta.

No Un tret genétic recessiu i ancestral associat amb una disminucid de I lactasa intestinal fins a <10 u/
persisténcia de lactasa (LNP) g de teixit en algun moment entre el final del deslletament i 'edat adulta.

Reducci6 de 'enzim lactasa intestinal per qualsevol causa, ja sigui genética (LNP) o qualsevol

Deficiéncia de lactasa (LD) . . ) . . .
: causa secundaria, com ara malalties ¢ lesions de la mucosa de lintest prim proximal.

Maldigestid Incapacitat per digerir la lactosa per qualsevol motiu, LNP primari, perd també causes secundaries. Les proves
delalactosa (LM) més comunes per a la deficiéncia de lactasa sén en realitat per a LM.

Intolerancia a la lactosa (LI Slmptomgs advgrsos denvat‘s dg la mgesth de lactosa, incloent flats, gasos, inflor,
' rampes, diarrea i, rarament, vomits. LI pot ocorrer sense LM.

Persones que es creuen intolerants a la lactosa sense fer proves de LM. Noceboii les

L! autoinformada (SRL1) : o ) o F
- " caracteristiques psicologiques poden tenir un paper en I'evitacié de la llet.

Simptomes adversos amb o sense simptomes de LI i també poden incloure depressio, mal
Sensibilitat a la lactosa (LS)  de cap i fatiga, amb ¢ sense LM. Els simptomes del LS poden solapar-se amb la sindrome
de l'intesti irritable.

Figura 26: Termes utilitzats per descriure I'estat de la digestié de la lactosa. Font: Dominici et al. (2022).

La deficiéncia congénita de lactasa (DPC) és un trastorn genétic autosdomic recessiu
que afecta la funcié de la proteina lactasa-florizina hidrolasa (LPH) a l'intesti,
provocant la incapacitat de digerir la lactosa. La DPC esta relacionada amb mutacions
al gen LCT que poden ser homozigots o heterozigots compostes i afecten dominis
crucials a LCT (Szilagyi, 2019). El silenciament epigenétic en la condicié de LNP
(intolerancia a la lactosa) és causat per polimorfismes d'un sol nucleotid (SNP) en un
potenciador ubicat a l'intré 13 del gen MCM6 del factor de lliceéncia de replicacié de
I'ADN i a la regié promotora de LCT (Wanes et al., 2019).
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Actualment, el 35% de la poblacié adulta mundial presenta persisténcia a la lactasa,
amb suficient capacitat de produir i mantenir nivells adequats de I'enzim lactasa a

l'intesti prim durant I'edat adulta (Wanes et al., 2019).

A la Figura 27 es mostra com funciona el tret genétic de la persisténcia de la lactasa
(LP), el qual és autosomic dominant i permet que els adults puguin digerir la lactosa.
Encara que es coneixen diversos al-lels que confereixen LP, se'n desconeix la
regulacio i la base molecular. Aquests al-lels, que en concret en son 5, es troben en
una regié de 100 parells de bases, dins de l'intré 13 del gen adjacent MCM6, i no al
mateix gen LCT. Aix0 fa que la lactasa segueixi sent expressada a l'edat adulta,
mentre que el normal és que es reguli a la baixa després del deslletament. A més,
s'ha identificat un altre al-lel a I'intr6 9 de MCM6 que esta relacionat amb el principal
al-lel europeu associat a LP. Aquest polimorfisme millora I'expressié de lactasa, pero

només té efecte en preséncia del principal al-lel europeu (Szilagyi, 2019)
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Figura 27: Dibuix esquematic dels gens LCT i MCM6 amb cinc al-lels de LP
coneguts. Font: Szilagyi (2019).

La lactasa és diferent d'altres 3-galactosidases presents en microorganismes i d'altres
B-galactosidases humanes. Encara que hi ha diferéncies entre aquests enzims, en
els éssers humans, la lactasa és la mateixa tant en individus hipolactasics (amb
intolerancia a la lactosa) com en individus lactasa-persistents (que poden pair la
lactosa a I'edat adulta). Si relacionem amb el punt explicat anteriorment, és important
comprendre la variabilitat genética en la poblacié humana en relacié amb la digestid

de la lactosa, ja que la lactasa no és la causa de la intolerancia a la lactosa, sind que
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les diferéncies en la capacitat per digerir la lactosa es deuen a altres factors genétics

i requladors que afecten l'expressio i produccio de la lactasa (Estrada et al., 2014).

Hi ha quatre situacions principals en que la lactosa pot ser mal digerida. La primera
€s una condicié estranya causada per mutacions genétiques recessives a l'enzim
lactasa intestinal. La terapia consisteix a evitar totes les formes de llet. La segona
situacio és la hipolactasia d'inici en adults. La causa major sobre la mala digestié de
la lactosa es relaciona amb aquesta forma. La tercera situacio és la distribucié de
fenotips LP/LNP, on al nou mén, les distribucions de LP/LNP depenen de la barreja
de poblacions natives originals, i, més recentment, la migracié6 de poblacions de
paisos en desenvolupament al nou mén. La quarta i ultima forma de mala digesti6 de
la lactosa es relaciona amb malalties que causen la lesio de l'intesti prim, degut a que
es perden les vellositats intestinals i es produeix una reduccio de la lactasa intestinal
(Dominici et al., 2022).

8.1.2 Com es diagnostica la intolerancia a la lactosa

Per diagnosticar la intolerancia a la lactosa, el metge pot fer diverses proves, com el
test d'hidrogen expirat, el test de tolerancia a la lactosa i el test genétic. Al test
d'hidrogen expirat, s'administra una quantitat de lactosa i es mesuren els nivells
d'hidrogen a la respiracié per determinar la quantitat de lactosa que ha estat
descomposta. Al test de tolerancia a la lactosa, s'administra lactosa en una solucio i
es mesuren els nivells de glucosa en sang per determinar la quantitat de lactosa que
ha estat descomposta. El test genétic pot identificar variants genétiques que

s'associen amb la intolerancia a la lactosa (Szilagyi i Ishayek, 2018).
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8.1.3 Tractaments para la intolerancia a la lactosa

Una preocupacié important per a les institucions de salut és la possible deficiéncia de
nutrients essencials en persones intolerants a la lactosa que eviten completament els

productes lactis.

El calci i la vitamina D, per exemple, sén nutrients essencials per al creixement i el
manteniment ossi en nens i adults, respectivament. Els productes lactis proporcionen
més calci, proteines, magnesi, potassi, zinc i fosfor que qualsevol altre aliment tipic
de la dieta dels adults. Tot i que la intolerancia a la lactosa és una condicio real en
resposta a la ingesta excessiva de lactosa, no necessariament es deu exclusivament
a la intolerancia. D’aquesta manera, els tractaments per a la intolerancia a la lactosa
soén especifics i, en alguns casos, poden requerir terapies addicionals si la reduccio

de lactosa no és suficient (Szilagyi i Ishayek, 2018).

Tots els humans no han de rebre necessariament el mateix tractament per a la
intolerancia a la lactosa, ja que el tractament pot variar segons el grau d'intolerancia,
I'edat de la persona, la preséncia d'altres malalties o trastorns gastrointestinals i la
preferéncia individual. Per tant, és important que cada persona amb intolerancia a la
lactosa rebi una avaluacio individualitzada per un metge o nutricionista per determinar

el tractament més adequat per al seu cas en particular (Szilagyi i Ishayek, 2018).

La majoria de persones amb aquesta afeccié poden tolerar entre 12 i 15 g de lactosa
al dia. Amb I'objectiu de millorar la nutricid, evitar deficiéncies i alleujar els simptomes,
s'han desenvolupat estratégies per augmentar la tolerancia als aliments que contenen
lactosa. Es important fomentar que les persones amb intolerancia a la lactosa
restringeixin la lactosa en lloc d'eliminar-la per complet, per poder incloure alguns
productes lactis en la seva dieta i aixi obtenir beneficis dels nutrients que ofereixen,
aixi com de la seva biodisponibilitat més gran. La industria alimentaria també pot
contribuir millorant la informacié que apareix a les etiquetes dels productes, indicant
clarament el contingut de lactosa i evitant afirmacions enganyoses (Szilagyi i Ishayek,
2018).
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Per altra banda, també trobem els substituts no lactis. El consum de substituts no
lactis ha augmentat en els darrers anys, i els fabricants han augmentat la disponibilitat
d'aquests productes. Aquests productes es deriven principalment de plantes com la
soja, l'arrds, el canem, la civada, el coco, I'ametlla i altres fruits secs. Aquests
substituts poden ser fortificats amb un o més nutrients com el calci, les vitamines D,

A, B12 i riboflavina o no fortificats (Szilagyi i Ishayek, 2018)

A més, hi ha suplements de lactasa disponibles al mercat que poden ajudar les
persones intolerants a la lactosa a pair millor els aliments que contenen lactosa.
Aquests suplements es prenen abans dels apats i proporcionen l'enzim lactasa que

el cos no pot produir en quantitats suficients.

Per posar un exemple, I'empresa Intoleran Digestive Experts (Figura 28) ha creat
productes com comprimits, capsules i gotes que soén facils d'utilitzar i ajuden a
potenciar el sistema enzimatic del cos per afrontar millor els aliments problematics i
tornar a gaudir de I'experiéncia de menjar. Distribuits per Intoleran Digestive Experts,
consten de comprimits que contenen l'enzim lactasa, i que contribueix a la digestié de
la lactosa en persones que tenen dificultats per pair-la. Els comprimits contenen
20.000 FCC de l'enzim lactasa i ajuden a pair grans quantitats de lactosa dels
aliments. FCC es refereix a la quantitat d'activitat enzimatica de la lactasa present a
cada comprimit, un estandard de mesurament utilitzat per determinar I'activitat

enzimatica als suplements alimentaris. (Font: Intolerant.com)

inf@leran g

lactasa 20.000

enjoy food again

lactasa 20.000

50 comprimidos divisibles
20.000 FCC por comprimido
La lactasa es una enzima que mejora ]
digestién de la lactosa en las personas con
problemas para digerir la lactosa.

Figura 28: Exemple de comprimits, suplements, per ajudar a la digestié de la lactosa.
(Font: Intolerant.com)
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8.2 Al-lergia a les proteines de la llet

L'al-lérgia alimentaria correspon a I'abséncia, retard o cessament en I'adquisicié de la
tolerancia immunolodgica davant d'un aliment. Esta afavorida per factors genétics i
ambientals. L'alimentacié moderna i els canvis en els habits de consum intervenen en
els nous aspectes de I'al-lérgia alimentaria. Aixi doncs, un al-lergen alimentari és una
substancia present en certs aliments que pot desencadenar una resposta al-lérgica
en algunes persones (Touhami i Kanny, 2022). No es pot ser al-lérgic a la lactosa, ja
gue no és una proteina, sind un sucre. Aleshores, si és possible ser al-lergic a la
proteina de la llet. L'al-lérgia a la proteina de la llet és una reacci6 al-lérgica a les

proteines presents a la llet i productes lactis (Martorell et al., 2006).

La llet conté diverses proteines, entre elles les caseines, que sbén representen
aproximadament el 80% de les proteines totals de la llet. Es troben en forma de
micel-les que contenen calci i fosfor. A la llet també s’hi troben altres proteines:
proteina del sérum o la lactoglobulina que ajuden a protegir el cos contra infeccions,

i que son les causants de les al-lérgies en les persones (Martorell et al., 2006).

9. Legislacié

En aquest apartat, es valorara la legislacié corresponent a I'is de I'enzim lactasa i,
per altra banda, la legislacié corresponent als productes sense lactosa a nivell

europeu.

9.1 La legislacié corresponent a I’'is de I’enzim lactasa

La nova legislacié europea sobre enzims alimentaris t¢ com a objectiu principal
garantir la proteccié de la salut humana, protegir els interessos dels consumidors i
eliminar els obstacles al mercat unic. Aquesta legislacié forma part d'una reforma més
amplia que ha empres la Comissié Europea per simplificar les regulacions existents

relacionades amb additius alimentaris, aromes i enzims.

La Comissié Europea considera que la regulacié nacional genera problemes de lliure

circulacié al mercat interior i pot dificultar la comprensio per part dels consumidors.
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Per tant, s'ha proposat la creacio d'una llista positiva harmonitzada a nivell europeu
que incloura tots els enzims alimentaris, incloent-hi també aquells que actualment
estan autoritzats com a additius alimentaris, com la invertasa (E 1103) i el lisozim (E
1105).

Els enzims estan regulats mitjangant el Reglament (CE) num. 1332/2008 del
Parlament Europeu i del Consell, de 16 de desembre de 2008, sobre enzims
alimentaris i pel qual es modifiquen la Directiva 83/417/CEE del Consell, el Reglament
(CE) num. 1493/1999 del Consell, la Directiva 2000/13/CE, la Directiva 2001/112/CE
del Consell i el Reglament (CE) num. 258/97. Aquest Reglament estableix normes
sobre els enzims alimentaris utilitzats en els aliments, com els que s'utilitzen com a
coadjuvants tecnologics, per assegurar el funcionament efica¢ del mercat interior i
harmonitza a escala comunitaria les disposicions nacionals relatives a aquesta
matéria. No inclou els enzims alimentaris destinats al consum huma, com els afegits

per a fins de nutricié (Font: Gencat.cat, 2022).

Procediment d’autoritzaci6 d’'un enzim: S’hi poden trobar principalment tres

reglaments.

1. Reglament (CE) 1331/2008 del Parlament Europeu i del Consell, de 16 de
desembre de 2008, pel qual s'estableix un procediment d'autoritzacié comu

per als additius, els enzims i les aromes alimentaries.

2. Reglament (UE) 234/2011 de la Comissio, de 10 de marg de 2011, d'execucio
del Reglament (CE) 1331/2008 del Parlament Europeu i del Consell, pel qual
s'estableix un procediment d'autoritzacié comu per als additius , les enzims i
les aromes alimentaries. Implementa el procediment d'autoritzacié comuna i
va obrir un periode, de I'11 de setembre del 2011 a I'11 de marg del 2015, per
presentar sol-licituds d'avaluacié del risc d'enzims d'us alimentari. El llistat de

sol-licituds presentades esta disponible a la web de la Comissio.

3. Reglament d'execucié (UE) 562/2012 de la Comissid, de 27 de juny del 2012,
pel qual es modifica el Reglament (UE) num. 234/2011 de la Comissio pel que

fa a la informacié especifica per a I'avaluacié del risc dels enzims alimentaris,
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que estableix excepcions a la presentaciéo de les dades toxicoldgiques en
alguns casos especifics i la possibilitat d'agrupar els enzims alimentaris en

virtut d'una sol-licitud amb determinades condicions.

El Reglament CE n.° 1332/2008 sobre enzims alimentaries harmonitza les
disposicions sobre I'Us d'enzims alimentaries a la UE. Segons aquest Reglament,
totes les enzims alimentaris han de ser aprovades per la Comissié Europea. Les
enzims alimentaris aprovades s'inclouen a la llista d'enzims alimentaris de la UE (Font:
EFSA, 2023).

Pel que fa a la legislacio corresponent a I'is de I'enzim lactasa, la normativa actual
de la Uni6 Europea (UE) sobre enzims es basa en diversos actes legislatius, com la
Directiva 89/107/CEE, que regula additius com la invertasa i la lisozima; la Directiva
2001/112/CE, que regula els sucs de fruites i altres productes similars i els enzims
utilitzats en ells; la Directiva 83/417/CEE, que regula les caseines i els caseinats; i el
Reglament (CE) num. 1493/1999 sobre l'organitzacié comuna del mercat vitivinicola,
que estableix les condicions d'us del lisozim, la ureasa i B-glucanasa en la produccio
de vins (Font: EUR-lex Europa, 2020).

9.2 La legislacio corresponent als productes sense lactosa a nivell Europeu

Els reglaments rellevants per a I'is del terme "sense lactosa" en diferents productes
alimentaris formen part del marc legal que garanteix la seguretat i I'autoritzacié
d'additius, enzims i aromes alimentaris a la Uni6é Europea, i han estat dissenyats per
protegir la salut dels consumidors i assegurar la qualitat dels productes alimentaris
comercialitzats al mercat europeu (Dominici et _al., 2022). Fonamentalment, en

trobem dos.

1. Reglament Delegat (UE) num. 127/2016: Aquest reglament s'aplica
especificament a la férmula per a nadons i a la férmula de continuacié. Estableix
que el terme "sense lactosa" es pot utilitzar per a aquests productes si el contingut

de lactosa no supera els 2,5 mg/100 kJ o 10 mg/100 kcal. (Dominici et al., 2022).
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2. Reglament (UE) num. 609/2013: Aquest reglament menciona que les normes
d'etiquetatge i composicié que indiquen l'abséncia o la preséncia reduida de
lactosa en els aliments no estan harmonitzades a nivell de la Unié. En altres
paraules, no hi ha una regulacié unificada a nivell de la Unié Europea per a
I'etiquetatge i la composicidé dels productes alimentaris que afirmen ser sense

lactosa o tenir un contingut reduit de lactosa. (Dominici et al., 2022).

Cal tenir en compte que aquests reglaments soén especifics de la Unié Europea i
potser no s'apliquen a altres regions o paisos. A més, les normatives d'etiquetatge
dels aliments poden variar entre diferents jurisdiccions, per la qual cosa sempre és
aconsellable consultar les regulacions especifiques aplicables al teu pais o regio.

A la Figura 28 s’hi troba un esquema sobre la legislacié de aliments amb preséncia o
abséncia de lactosa, actualitzat del 2022 (Dominici et al., 2022). Entre ells hi ha
Espanya, on la quantitat de lactosa present per considerar un aliment lliure de lactosa

és la inferior a 10 mil-ligrams per cada 100 grams de producte (<10mg/100g**).

‘ Article9:
L List of mandatory particulars

REGULATION (EU) ’ Adticle21:

— ABOUTLACTOSE PRESENCE —— Labelling of certain substances or products causing
No 116312011 l allergies or intolerances
’ ANNEXIL:
b products causing allergies o intol
‘ 7. Milkand products therefGncluding acose
FOOD LEGISLATION =~ ==
COMMISION DELEGATED REGULATION (EU)
No 12772016
The statement ‘lactose free’ may be used for infant formula and follow-on formula
provided that the lactose content in the product is not greater than 2.5 mg/100 k]
(10mg/100keal).
L ABOUTLACTOSE ABSENCE
REGULATION (EU)
No&05/2013 INDEPENDENT DECISIONS
' N el — MAKING BY
aLabelling and compositional rules indicating the absence or reduced presence of lactose in EU MEMBER STATES
Jood are currently not harmonized at Union level.»
Spain®, Denmark, Estonia, Germany, Hungary, tal
Finland, Norway, Sweden Slovenia, Switzedand Y
Notes by the Italian Ministry of Heath, |
2015and 2016
alactose-freen «lactose-freer Limited to milk and dairy products:
<10mg/100g" <100mg/100g" o actose-freen <100mg/100g
—— * «low lactose-free» < 500 mg/100g,

*Condiciones de empleo de las menciones: “sin lactosa” y “bajo contenido en lactosa”, 2015 + «naturally lactose-freen < 100mg/100g
“Finished product, EFSA 2010 due to production process

Figura 28: Descripcié general de la regulacié sobre la lactosa en Europa. Font: Dominici et al. (2022).
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Per una altra banda, l'etiquetatge de productes lactis alimentaris ha d'indicar
clarament si contenen lactosa o si poden contenir traces de lactosa, ja sigui en
productes com ara llet, formatges, embotits 0 medicaments. Seria prudent que el
govern establis una legislacié que definis clarament els termes "sense lactosa" i
"lactosa reduida", i que exigis que el contingut de lactosa aparegués en la informacio

nutricional dels productes (Szilagyi i Ishayek, 2018).

El Reglament (UE) num. 609/2013 estableix que les normes d'etiquetatge i
composicié que indiquen I'abséncia o la preséncia reduida de lactosa en els aliments
no estan harmonitzades a nivell de la Unid Europea. Aixd vol dir que cada Estat
membre de la Unidé Europea té I'autonomia per prendre decisions independents en

relaciéo amb la regulacio de la lactosa als aliments. (Szilagyi i Ishayek, 2018)
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10. Conclusions

1. Els enzims sén molécules organiques que actuen com a catalitzadors de reaccions
quimiques, és a dir, acceleren la velocitat de reaccié. Tenen la capacitat de reduir
I'energia d'activacié requerida per a la reaccio tot modificant la velocitat i I'eficiéncia
de la reaccio, de manera que disminueix I'energia necessaria perquée la reaccio

ocorTi.

2. Lalactasa és un enzim que es troba dins del grup de les hidrolases, que catalitzen
reaccions d'hidrolisi; concretament, és I'encarregada d’hidrolitzar la lactosa en
glucosa i galactosa. Els residus Glu482 i Glu551 de la lactasa humana tenen un

paper crucial en la catalisi de la reaccié.

3. La lactosa només es troba naturalment a la llet; la seva sintesi a partir de glucosa
i galactosa té lloc a les glandules mamaries dels mamifers gracies a la lactosa

sintasa.

4. En humans, la lactasa es troba a les cél-lules del revestiment de l'intesti prim,
majoritariament en el jeju proximal, a les microvellositats de les cél-lules epitelials
qgue recobreixen la mucosa intestinal, on s'encarrega de descompondre la lactosa,

en glucosa i galactosa per a la seva absorcio al torrent sanguini.

5. La lactosa representa la principal font de substrat energétic per als lactants i
nadons, presentant-se en proporcions variables segons I'espécie animal de la qual

es recull la llet.

6. L'obtencié de lactosa per a aplicacions industrials es realitza a partir de la llet,
principalment la de vaca, i del serum de la llet. S'obté a partir d’'un procés
d’extraccio (filtracié i centrifugacid), concentracio, cristal-litzacié (mitjangcant

processos de filtracié o centrifugacio), i finalment assecat.

7. En la industria alimentaria, la lactosa s'utilitza com a ingredient tecno-funcional.
Els rols més rellevants de la lactosa a la industria sén com a edulcorant (pel seu
gust dolg i s'utilitza com a substitut del sucre), agent d’enfosquiment no enzimatic
(produeixen sabors i colors desitjables en aliments), agent encapsulant (util en el

procés d'assecatge per atomitzacio, degut a les propietats d'estabilitat i resisténcia
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a la calor durant dit procediment), agent anticongelant (crioprotector), extensor de

la vida util i substrat de fermentacio (en productes lactis com el iogurt i el quefir).

La lactosa també presenta alguns inconvenients a l'hora d’utilitzar com a
ingredient tecno-funcional. La seva baixa solubilitat, és a dir, la seva facilitat per
cristal-litzar provocant una textura sorrenca en els productes finals, la seva
capacitat de participar en reaccions d’enfosquiment no enzimatic, i la modificacio
de les propietats texturals en productes en pols que en continguin quan
s’emmagatzemen en condicions d’humitat relativament elevada o altes
temperatures, serien alguns aspectes a tenir en compte a I'’hora d’aplicar aquest

tipus de sucre en la produccio.

Tot i que una part significativa de la poblacié adulta mundial presenta persisténcia
de lactasa, en la majoria dels humans i en altres mamifers, la producci6 de lactasa

disminueix en algun moment entre la fi del periode de lactancia i I'edat adulta.

10.La frequéncia d'intolerancia a la lactosa en diferents poblacions sembla estar

11

relacionada amb el consum de productes lactis. Aixi, aquelles poblacions amb una
historia limitada de consum de productes lactis tendeixen a presentar frequéncies

més elevades d’intolerancia.

.S’han identificat diversos polimorfismes (variacions) al gen de la lactasa (LCT) que

afecta la produccié de lactasa i que estan associats amb la intolerancia a la lactosa
en diferents poblacions. L’alta prevalenga d’adults capacos de digerir la lactosa en
zones nordiques és deguda a mutacions especifiques en el gen LCT, que codifica
la lactasa, i que permeten la produccié continua de I'enzim. Aquesta prevalenga
s'ha relacionat també amb la domesticacié simultania de bacteris lactics, que
converteixen la lactosa no digerible en acid lactic d'absorcié facil (millorar la

digestibilitat de la lactosa).

12.La persisténcia de la lactasa en adults, es deu també a la mutacié que produeix la

persisténcia de la lactasa en adults de les societats lleteres, especialment aquelles

del nord d'Europa i els seus descendents.
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13.En els ultims anys, la industria alimentaria s'ha transformat a causa del creixent
consum de productes sense lactosa, impulsada per un augment d’individus amb
intolerancia a la lactosa, o aquells que simplement volen una dieta més saludable.
Es pronostica un considerable creixement de la magnitud del mercat mundial de
productes sense lactosa, i s'estima que aquest mercat continuara expandint-se de

manera significativa en els propers anys.

14.La produccio de lactasa a nivell industrial t& una aplicaci6 directa en la industria
alimentaria per a la produccié de productes sense lactosa. Aquesta tecnologia
implica I'us de diferents fonts microbianes com llevats, fongs i bacteris per a la
producci6 de lactasa a gran escala. Els microorganismes es cultiven en
fermentadors i s'optimitzen les condicions de creixement per a estimular la
produccio de lactasa. Un cop obtingut el cultiu microbia, I'enzim se separa i purifica

per a la seva utilitzaciéo comercial.

15.Algunes de les fonts habitualment emprades per obtenir lactasa inclouen el llevat
Kluyveromyces lactis, fongs com Aspergillus niger i A. oryzae, i bacteris com
Streptococcus thermophilus. Aquests microorganismes produeixen lactasa en

quantitats significatives.

16.Les lactases derivades d’Aspergillus spp son especialment adequades per a la
hidrolisi de la lactosa en condicions acides, mentre que les lactases de llevat

funcionen millor a pH neutre.

17.Hi ha diverses tecnologies d’us de lactasa en I'ambit industrial, incloent-hi la

tecnologia d'immobilitzacié de lactasa i la tecnologia d'enginyeria genética.

18.La tecnologia d'immobilitzacié consisteix a fixar I'enzim en un suport solid, com ara
una matriu 0 una membrana, augmentant la seva estabilitat i permeten aixi un us
més eficient i econdmica de lactasa, ja que es pot fer servir repetidament el mateix

enzim sense haver de tornar a produir-lo en cada procés.
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19.La preséncia d’aquest suport pot arribar a limitar la difusié de substrats i productes

o afectar I'estructura tridimensional, I'accés al lloc actiu i/o el microambient de

I'enzim; factors que alteren els seus parametres cinétics.

20.La tecnologia d'enginyeria genética implica recombinar genéticament els

21.

microorganismes per a millorar la seva capacitat de produir lactasa. S’introdueixen
gens que augmentin la produccioé d'enzims o que permetin als microorganismes
produir lactasa en condicions Optimes. Aixd ajuda a augmentar l'eficiéncia i la
quantitat de lactasa produida, contribuint a una major disponibilitat dels productes

sense lactosa.

Una de les grans recombinacions genetiques en el camp de la lactasa consisteix
en construir soques recombinades de Saccharomyces cerevisiae amb el gen lacA
procedent d'Aspergillus niger, i va donar resultar en una gran produccié de

quantitat de lactasa.

22.Per millorar el rendiment i la qualitat de I'enzim en I'ambit d’enginyeria genética,

s'empren técniques com la mutagénesi dirigida al lloc o la fusio de protoplasts.

23.Els productes sense lactosa mes comercialitzats son la llet, el iogurt, el formatge i

els gelats. L’addicié de la lactasa en tots ells provoca I'efecte esperat: I'obtencié

del producte sense lactosa.

24.Pel que fa a la llet sense lactosa, trobem dos processos principals: I'addicio "a

I'envas" i I'addicio "en lot". En el primer procés I'enzim es troba actiu dins I'envas,
i en el segon I'enzim s’inactiva durant 'esterilitzacié. En la producci6 del iogurt, la
lactasa s'hi afegeix abans de l'acidificacié per evitar problemes d'acidesa
excessiva i garantir un iogurt de sabor i textura millor. En el formatge, es essencial
incubar la llet abans de la coagulacié juntament amb I'enzim i en els gelats, la clau
esta en afegir 'enzim després de la pasteuritzacié i incubaci6 i abans de la
congelacio. L'addicié de lactasa a nivell de formulacié requereix una vigilancia

adequada.

25.Es important considerar diversos factors, com ara la dosificacié adequada de la

lactasa per garantir una hidrolisi eficient de la lactosa i les condicions de
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temperatura i pH Optimes perqué l'activitat de la lactasa sigui estable durant el
procés de formulacio. A més, s'han de tenir en compte possibles interaccions amb

altres ingredients de la formulacié que puguin afectar l'activitat de la lactasa.

26.A més de les alternatives alimentaries per a les persones intolerants a la lactosa,
hi ha algunes opcions no alimentaries que poden ser Uutils per satisfer les
necessitats dels que no poden consumir productes lactis que continguin lactosa.
Els suplements de lactasa estan disponibles en forma de tauletes o capsules i
contenen l'enzim lactasa. Prendre aquests suplements abans de consumir
productes lactis pot ajudar a descompondre la lactosa i reduir els simptomes

d'intolerancia.
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